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Préface 
 
’ARN est à l’origine de la vie. C’est du moins l’hypothèse du « monde d’ARN » qu’ont 
faite Francis Crick et Leslie Orgel en 1968. L’ARN peut stocker, répliquer l’information, 
et comme les protéines agir en tant qu’enzyme, les ribozymes, pour catalyser des 
réactions. Le ribosome, machinerie de synthèse des protéines, est composé d’ARN capable de catalyser 
la réaction peptidyltransférase afin de former la liaison peptidique. Oui, les ARN sont multifaces et 
adaptables, et même si le monde a évolué vers l’ADN pour un stockage à long terme de l’information, 
l’ARN reste un acteur primordial de la régulation et de l’expression des gènes. Longtemps mises de 
côté au profit des gènes, les séquences non-codantes de notre génome dites à l’époque « ADN 
poubelle », se sont révélées largement plus actives qu’on ne le pensait. En fait, seulement 1.2% de 
notre génome serait traduit en protéine. Que faire alors des nombreux transcrits non-codants ? ARN 
de transfert et ARN ribosomiques pour la synthèse des protéines, sn et snoARN pour la maturation des 
ARN messagers, microARN, PIWI-ARN pour réguler l’expression de messagers ou protéger la lignée 
germinale des transposons, long ARN non-codants isolateurs génétiques, ARN circulaires, et de 
nombreux autres encore dont la fonction n’est pas encore comprise : les ARN sont partout et sous des 
formes très diverses. Lors de stimuli externes ou internes appelés stress, notre organisme répond par 
de nombreuses voies de signalisations complexes et interconnectées. Les ARN non-codants sont une 
des première lignes de défense de notre organisme pour répondre à ce stress. Du plus petit microARN 
déstabilisateur aux plateformes d’assemblages de plusieurs kilobases, place au monde des ARN non-
codants : pour adapter, survivre, ou mourir ! Au cours de cette thèse je tenterai de décrypter, de la 
transcription à la traduction, lors du stress hypoxique dans les pathologies ischémiques cardiaque et 
dans le cancer, le monde complexe et fascinant des ARN non-codants.  
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I. Stress,régulations transcriptionnelles 
et post transcriptionnelles  
Au cours de notre existence, le corps est soumis à différents stimuli externes ou internes. Lorsque 
ces stimuli mettent en jeu la survie de l’organisme, ils sont appelés stress. L’hypoxie ou manque 
d’oxygène est retrouvée lors du développement pendant l’embryogenèse, mais également lors de 
pathologies comme l’ischémie cardiaque et le cancer. Le stress du réticulum endoplasmique provient 
d’une accumulation de protéines à la conformation incorrecte. Ce type de stress se retrouve également 
dans plusieurs pathologies dont les deux précédemment citées, ainsi que le diabète, l’athérosclérose et 
les maladies neurodégénératives. Le choc thermique peut également se retrouver lors de réponses 
physiologiques comme la fièvre au cours d’infection et des pathologies vasculaires ou le cancer. 
D’autres stress existent également, comme le choc osmotique, l’irradiation UV, la privation en 
nutriments. Ces différents stress de la cellule la mènent à répondre de manière rapide et sélective, de 
la transcription de ses gènes en ARN à la synthèse protéique. Ces différentes régulations seront 
abordées dans cette première partie d’introduction, avec un focus sur l’initiation de la traduction et le 
rôle des structures IRES et des ARN non-codant dans cette régulation.  
L'ADN est transcrit en ARN grâce à une enzyme appelée l'ARN polymérase. Chez les eucaryotes, 
il existe trois ARN polymérases, associées à différentes classes de gènes. L'ARN polymérase I permet 
la transcription des ARN ribosomiques (ARNr), l'ARN polymérase II la transcription des ARN 
messagers qui donneront naissance aux protéines, et de certains ARN non-codants (les petits ARN 
régulateurs et des long ARN non-codants). L'ARN polymérase III transcrit quant à elle les petits ARN, 
comme les ARN de transfert (ARNt) et l'ARN ribosomique 5S. La transcription se fait à partir du brin 
"matrice" de l'ADN ou brin non-codant, le brin opposé est défini comme brin "codant", car il contient 
la séquence qui sera portée par l'ARN synthétisé. La polymérase n'est pas seule à agir, lui sont associés 
différents facteurs de transcription dit "généraux" : TF pour Transcription Factor, suivi des chiffres 
romains I, II ou III selon la polymérase associée, et les lettres correspondant aux fractions de 
purification chromatographique. 
1.1. Etapes de la transcription 
La transcription de l'ADN en ARN se découpe en trois étapes : l'initiation, l'élongation et la 
terminaison. L'initiation étant l'étape la plus longue des trois, elle est également la plus régulée.  
1. Régulation de la transcription 
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Initiation 
L'étape d'initiation a lieu lorsque l'ARN polymérase se lie en 5' du gène à transcrire au niveau d'une 
séquence spécialisée appelée promoteur. Un promoteur eucaryote se compose de plusieurs éléments 
régulateurs où se fixent les différents facteurs de transcription protéiques associés à la polymérase. À 
chacune des polymérases s'associe un type de promoteur comportant des séquences régulatrices 
différentes. Sept séquences ont ainsi été identifiées en tant qu'éléments principaux du promoteur de 
l'ARN polymérase II. Tout d'abord, la TATA box ou boite TATA (séquence TATTAA), située entre 
25 et 35 nucléotides en amont du site d'initiation de la transcription-également appelé point +1, est une 
séquence commune à de nombreux promoteurs de l'ARN polymérase II. Elle permet la régulation du 
taux de transcription du gène et définit le site d'initiation de la transcription qui sera utilisé. Reconnue 
par TBP (TATA-binding protein), composant de TFIID, elle engage la formation du complexe de 
préinitiation (PIC). L'initiateur (Inr), riche en pyrimidines, permet un démarrage de la transcription 
précis avec l'aide de la TATA box. Cette séquence est reconnue par TAF1/TAF2, composants de 
TFIID. Motif Ten Element ou MTE, fonctionne quant à lui en synergie avec Inr et la TATA box pour 
augmenter la transcription. Le DPE ou Downstream Promoter Element, situé entre 29 à 35 nucléotides 
en aval du point +1, lie TFIID par TAF6 et 9 ainsi que le cofacteur NC2; et le DCE, pour Downstream 
Core Element, est mutuellement exclusif avec la séquence précédente. Enfin, BREu et BREd: sont 
reconnus par TFIIB. 
Lors de l'initiation, de manière séquentielle, le facteur de transcription TFIID se fixe à la TATA 
box1, ensuite viennent les recrutement de TFIIA et TFIIB stabilisant TFIID lié, l'ARN polymérase II 
avec TFIIF, et enfin TFIIE et TFIIH. La polymérase II peut également être recrutée en un complexe 
holoenzyme pré-assemblé après fixation de TFIID. La modulation de la formation du PIC passe par 
TBP : la fixation TATA-TBP est empêchée par de nombreux mécanismes (séquestration, compétition, 
dissociation ATP-dépendante, blocage de la formation du PIC après interaction TATA-TBP...), mais 
cette association peut également être encouragée (stabilisation, dissociation des dimères de TBP, 
modification de la chromatine...). L'initiation de la transcription peut également être contrôlée au 
niveau des TAFs disponibles. De plus, le domaine C-terminal de l'ARN polymérase II joue un rôle 
prépondérant. Il s'agit de la sous-unité la plus grande de la polII, qui peut être modifiée : 
phosphorylation, glycosylation, et ubiquitinylation de la polII elle-même. Dans ce domaine se trouve 
des répétitions en tandem : Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (YSPTSPS). Selon l'état de phosphorylation 
du CTD, la polymérase passera dans les différentes étapes de la transcription. De hypophosphorylée 
pendant l'initiation, elle passe à un état d'hyperphosphorylation durant l'élongation et la terminaison 
selon un schéma précis : phosphorylation-déphosphorylation successives des résidus sérine 2 et 52,3.  
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La plupart des gènes eucaryotes possèdent également un "enhancer". Il s'agit d'une séquence bien 
en amont du promoteur qui permet d'augmenter l'expression du gène auquel il est associé grâce à 
l'action de facteurs de transcription. Un repliement de la chromatine va rapprocher les deux régions 
avec les co-facteurs et faciliter la transcription 4. Le complexe de co-activation Mediator permet la 
liaison des facteurs de transcription liés sur l'enhancer, avec le domaine c-terminal de l'ARN 
polymérase initiant la transcription5. D'autres séquences appelées « silencers » vont avoir l'effet 
inverse. Ils permettent la liaison de répresseurs qui agissent parfois conjointement avec des co-
répresseurs6. Les répresseurs peuvent empêcher la liaison d'un activateur voisin ou encore entrer en 
compétition avec un activateur pour son site de liaison. La répression de l'initiation de la transcription 
passe aussi par l'état de la chromatine : les histones acétylées permettent une activité transcriptionnelle 
de la chromatine. Le niveau d'acétylation des histones, modulé par les HDAC et HAT (histones 
déacétylases et histones acétyltransférases) reflète aussi le niveau d'activité transcriptionnelle. Un bas 
niveau d'acétylation peut conduire à la méthylation de l'ADN (cette fois par les DNMT ou 
méthyltransférases ADN) et à l'extinction de la transcription de gènes7. Enfin les isolateurs ou éléments 
de frontière empêchent l'état transcriptionnel d'un gène d'affecter celui d'un autre en partitionnant le 
génome6.  
Elongation 
Une fois le PIC mis en place, la chromatine est déroulée et la polymérase lit l’ADN matrice tout en 
ajoutant un à un les nucléotides complémentaires (Uracile pour Adénine, Guanine pour Cytosine), en 
direction 5’ du brin matrice : la molécule d’ARN en cours de synthèse est donc créée de 5’ en 3’. Chez 
les eucaryotes, la polymérase est capable de fixer les acides nucléiques à une vitesse de 22 à 25 
nucléotides par seconde8. 
Parfois, pour des raisons différentes, la polymérase peut se mettre en « pause ». Dans un premier 
temps, la polymérase s’arrête à une régions « proximale » du promoteur, environ 20-60 nucléotides en 
aval du point +1. Cette pause peut être due à la présence de facteurs négatifs de l’élongation ou de la 
séquestration des facteurs positifs d’élongation par des complexes inhibiteurs, ou encore par la 
présence de barrières créées par les nucléosomes, complexe d’histones permettant l’enroulement de la 
chromatine. pTEF-b, facteur positif d’élongation, est une kinase qui va phosphoryler des substrats au 
promoteur lorsque la cellule est soumise à un stimulus d’activation de la transcription. Ses deux sous-
unités sont composées de la Cycline T1 et T2, et de CDK9, Cycline Dependent Kinase. Lorsque le 
gène est activé, Cdk9 hyperphosphoryle le CTD de la polymérase II aux résidus sérine 2 et 5 de la 
répétition en tandem, ainsi que le facteur d’élongation négatif NELF et le facteur positif d’élongation 
DSIF. NELF va ainsi se décrocher du complexe en pause, et DSIF se transformer en facteur 
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d’élongation positif et rester fixé à la polymérase tout au long de la transcription du gène. pTEF-b va 
ensuite voyager avec la polymérase en transcription dans le SEC (Super Elongation Complex). pTEF-
b est une cible privilégiée des facteurs de transcription pour moduler l’expression des gènes 9,10. Pour 
pouvoir répondre rapidement aux sollicitations, pTEF-b est présent catalytiquement inactif dans le 
complexe snRNP 7SK, composé de l’ARN non-codant 7SK, de pTEF-b, d’un inhibiteur de kinase 
HEXIM ainsi que de deux protéines se liant à l’ARN11. Les pauses de la polymérase sont également 
parfois dues à une mauvaise incorporation de base, qui déclenche son mécanisme de correction à cause 
du mauvais alignement des groupes 3’OH. L’extension de l’élongation au nucléotide suivant est plus 
longue et le nucléotide en aval de la mésincorporation s’« effiloche », la polymérase revient alors en 
arrière et clive l’acide nucléique mésincorporé grâce à sa fonction 3’-5 ‘ exonucléase activée par le 
facteur TFIIS 12.  
Terminaison 
La terminaison de la transcription est spécifique des différentes polymérases chez les eucaryotes. 
Pour l’ARN polymérase I, il y a un facteur de terminaison qui de façon similaire à la terminaison rho-
dépendante chez les procaryotes va dérouler l’hybride ADN-ARN et ainsi permettre le décrochage de 
l’ARN nouvellement synthétisé pour terminer la transcription. Pour l’ARN polymérase III, la 
terminaison a lieu après la transcription d’un terminateur riche en uracile qui, similairement à la 
terminaison rho-indépendante des procaryotes, va former une tige-boucle provoquant la pause et le 
détachement de la polymérase. En revanche, la terminaison de la transcription de l’ARN polymérase 
II est plus complexe et encore peu appréhendée. Elle a lieu parfois bien en aval de la séquence codante, 
après la transcription d’une séquence consensus qui provoque l’association de la polymérase avec un 
complexe de clivage de l’ARN. Dans une étude de 1987, une expérience a montré que la terminaison 
est indissociable de la polyadénylation : une mutation dans le site de polyadénylation AATAAA du 
gène de la globine suffit pour inhiber la terminaison du gène.13 C’est la séquence de polyadénylation 
qui permet l’association avec le complexe de clivage et polyadénylation. Celui-ci est constitué de CPF 
(Cleavage and PolyAdenylation Factor) et des facteurs de clivage CFIA et IB. Ce recrutement 
provoque le clivage endonucléolytique et la polyadénylation de l’extrémité 3’ libre, ce qui va 
également permettre la stabilisation de l’ARN. La terminaison se fait selon deux modèles : le modèle 
allostérique et le modèle « torpille »14,15. Le premier résulte d’une réorganisation dans l’association de 
facteur d’élongation, pour un complexe négatif qui va permettre le décrochage de la polymérase. Dans 
le modèle « torpille », le clivage de l’ARN par le complexe CPF/CFIA va générer un ARN au 5’ exposé 
qui sera immédiatement dégradé par la nucléase Rat1/Xrn2, ce qui provoque la dissociation de la 
polymérase.  
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Cependant, ce type de terminaison associé à la polyadénylation n’est pas vraie pour tous les ARN 
synthétisés par la polymérase II. Un bon exemple est le long ARN non-codant MALAT1, qui possède 
en 3’ une séquence codant pour une triple-hélice (à la différence de la queue poly(A) qui n’est pas 
codante) ainsi qu’une séquence permettant la formation d’une structure similaire à l’ARNt. L’ARN en 
cours de synthèse est clivé par la RNAse P en 5’ de la forme ARNt puis par la RNAse Z en 3’, générant 
ainsi un mascARN (MALAT-associated small cytoplasmic RNA). Le long ARN non-codant Neat1 a un 
processus de clivage similaire donnant naissance à un « tRNA-like ». La transcription de ces gènes est 
stoppée par ce clivage. Cependant, à la différence des ARNm polyadénylés, MALAT et Neat1 
possèdent une triple-hélice, formée par le repliement d’une séquence riche en A et comportant deux 
motifs riches en U, qui permet de stabiliser les transcrits16.  
1.2. Facteurs de transcription 
La régulation de l’expression des gènes au niveau transcriptionnel en cas de stress passe 
principalement par la modulation des facteurs de transcription. Ce sont des protéines qui vont se fixer 
sur le promoteur des gènes au niveau de séquences cis-régulatrices, ou encore au niveau des enhancer 
parfois des milliers de nucléotides en amont de la séquence codante. La plupart du temps la fixation 
du facteur de transcription à la séquence ADN va provoquer un changement de conformation de la 
protéine, liée à des cofacteurs protéiques et ARN. Les facteurs de transcription possèdent un domaine 
de liaison à l’ADN, le plus courant étant l’homéodomaine, mais également la structure hélice-boucle-
hélice ou encore les motifs de reconnaissance et liaison comme helix-turn-helix, zinc-finger et leucine-
zipper17–19.  
Les facteurs de transcription peuvent réguler un nombre très large de gènes, comme un nombre 
très restreint. L’expression ou la disponibilité des facteurs de transcription est modulée en cas de stress, 
ce qui permet l’expression de leur gène cible en réponse à ce stress. C’est notamment le cas du facteur 
de transcription HIF (Hypoxia Inducible Factor), qui est stabilisé lors de l’hypoxie 20. HIF se compose 
de deux sous unités α et β formant un hétérodimère dans le noyau (Cf. figure 1). La sous-unité α existe 
elle-même en trois isoformes : HIF1α, HIF2α et HIF3α. Sa stabilité est régulée de manière dépendante 
du niveau d’oxygène : en normoxie, elle est habituellement dégradée par la voie ubiquitine-
protéasome, tandis qu’elle est stabilisée en condition hypoxique21. En effet la sous-unité α possède un 
domaine de dégradation oxygène-dépendant. Ce domaine est ciblé par la PHD (Prolyl-hydroxylase 
domain-containing protein), une enzyme elle-même dépendant du niveau d’oxygène,  
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qui hydroxyle les résidus proline du domaine oxygène-sensitif. Ainsi modifié le site devient accessible 
pour la liaison de pVHL (protéine de VonHippel Lindau), une sous-unité du complexe de l’ubiquitine 
ligase ce qui entraine sa dégradation en normoxie22–25. De plus, HIF est ciblé par FIH (Factor Inhibiting 
HIF), une oxygénase qui va également hydroxyler les asparagines de HIF et inhiber son activité de 
facteur de transcription en empêchant sa liaison avec p30025. Le facteur de transcription HIF régule 
une centaine de gènes, en se fixant à l’élément HRE, une séquence d’une vingtaine de nucléotides26,27. 
L’élément HRE se retrouve dans des promoteurs de gènes ayant des fonctions très diverses, en passant 
par les gènes permettant la redistribution rapide des réserves en oxygène tels que les enzymes 
glycolytiques, EPO, et le facteur de croissance angiogénique VEGFA ainsi que ses récepteur VEGFR1 
et VEGFR2, mais également des gènes intervenant dans l’apoptose, l’inflammation, l’autophagie, 
l’immunité28. Bien que se fixant sur la même séquence consensus, HIF1 et HIF2 ont des gènes cible 
différents. La spécificité de réponse dépend de nombreux facteurs incluant le type cellulaire mais 
également la durée du stress hypoxique : un stress aigue entraine une réponse HIF1-dépendante ciblant 
 
Figure 1 : Mécanisme de déstabilisation ou stabilisation du facteur de transcription HIF en 
normoxie et hypoxie. PHD : prolyl-hydroxylase domain-containing protein ; FIH : Factor 
Inhibiting HIF ; pVHL : protéine de VonHippel Lindau. Adapté de : Scitable , Nature.com. 
http://origin.www.nature.com/scitable/topicpage/environmental-cues-like-hypoxia-can-trigger-
gene-41466 
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les gènes de la glycolyse, tandis qu’une hypoxie plus longue fait appelle à HIF2 qui cible les gènes de 
l’angiogenèse (VEGFA et ses récepteurs VEGFR1 et VEGFR2, EPO, eNOS, les gènes codant pour 
l'intégrine β3, DLL4, la fibronectine, Ang-1 et 2 et TIE229) et de la pluripotence des cellules 
souches28,30–32. HIF-2 permet également la synthèse du long ARN non-codant Neat1 en réponse à 
l’hypoxie et la formation d’un corps nucléaire, le paraspeckle (développé en partie II).  
D’autres facteurs de transcription régulent l’expression des gènes en réponse au stress hypoxique. 
C’est le cas des facteurs CREB (gène MMP1), NRF2 (gènes antioxydants), STATs, NFκB (gènes liées 
à l’immunité en réponse à l’inflammation33)20. Myc est également un facteur de transcription en 
hypoxie : il se lie à HIF1 qui l’inactive, mais en liaison à HIF2 cela l’active, pour promouvoir la 
transcription de gènes de croissance cellulaire, différenciation et mort.  
Après l’étape de transcription, l’ARNm doit passer par plusieurs étapes de maturation avant sa 
traduction en protéine dans le cytoplasme. Ces étapes, l’ajout de la coiffe, la polyadénylation et 
l’épissage, se font de manière co-transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle. Après les étapes de 
maturation, l’ARNm peut encore être édité pour être dégradé ou retenu dans le noyau, ou enfin exporté. 
Toutes ces étapes sont également susceptibles d’être régulées en cas de stress.  
2.1. Maturation de l'ARNm 
La coiffe 
L’ARNm très rapidement après le début de sa synthèse subit des modifications en 5’ afin d’être 
« coiffé ». La coiffe permet d’empêcher la dégradation de l’ARNm par les 5’ exonucléases, mais 
également de réguler son export dans le cytoplasme, et est la plupart du temps utilisée pour l’initiation 
de sa traduction en protéine. Elle se compose d’une 7-méthylguanosine (m7G)34 lié via un lien 5’-5’ 
triphosphate avec le premier nucléotide. Les facteurs stimulant la formation de la coiffe sont eux-
mêmes modulé en cas de stress. Notamment, dans les tumeurs, l’expression de ces facteurs est plus 
élevée (c’est le cas de Myc, CDK1 et de la phosphorylation du CTD de l’ARN polymérase II qui 
permet le recrutement des guanylyltransférase35,36). Aussi, la stabilité de l’ARN dépendra de ces 
facteurs. L’ARNm peut également être « décoiffé » par des enzymes de décoiffage et de dégradation 
qui vont hydrolyser la liaison triphosphate entre la guanosine inverse et le premier nucléotide transcrit. 
La coiffe ainsi enlevée, l’ARN pourra être dégradé de 5’ en 3’. Les protéines se liant à la coiffe sont 
là pour empêcher une telle situation et sont donc des actrices primordiales de la stabilité et de 
l’expression de l’ARN. Le décoiffage est intimement lié à la déadénylation de la queue poly(A), 
2. Régulation post-transcriptionnelles 
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première étape de la dégradation d’un ARN. Le raccourcissement de la queue poly(A) diminue 
l’efficacité de sa traduction et augmente le décoiffage de l’ARNm : La ribonucléase PARN en est une 
actrice principal.  
L’épissage 
L’épissage de l’ARNm désigne le processus par lequel l’ARN immature (pré-ARNm) va passer 
afin d’extraire les introns, séquences non-codantes, et joindre les exons entre eux. L’épissage se fait 
de manière co-transcriptionnelle ou immédiatement après la transcription. Ce processus requiert un 
site donneur en 5’ de l’intron (GU), un site de branchement près du 3’ et un site accepteur (AG). Le 
site accepteur est précédé d'une séquence de polypyrimidines37. Les facteurs d’épissage sont recrutés 
au niveau du spliceosome. Il se compose de 5 snRNP (small nuclear ribonucleoprotein), U1, U2, U4, 
U5 et U6. L’épissage alternatif permet de faire varier la composition de la protéine en incluant ou non 
certaine séquence : en retenant des introns, en excisant certains exons ou en les allongeant. Il existe 
des éléments agissant en cis (enhancer exoniques et introniques) et des facteurs agissant en trans (en 
général des phosphoprotéines riches en arginine et serine, ou SR protein) mais également des éléments 
silencer (exoniques et introniques) en association avec des facteurs négatifs tels que les hnRNP 
(heterogenous nuclear ribonucleoprotein). Ces différents complexes se fixent sur le pré-ARNm pour 
favoriser ou désavantager un site d’épissage faible par rapport à un autre : ils sont donc les acteurs 
primordiaux de la régulation de l’épissage. Les silencer ont un rôle prédominant pour le contrôle de 
l’épissage alternatif plutôt que l’épissage constitutif. Les protéines hnRNP sont hautement conservées 
jusqu’aux mammifères. hnRNPM, qui est aussi un facteur de transcription avec la protéine p54nrb pour 
le gène Fgf1, est impliquée dans l’épissage alternatif en jouant le rôle d’antagoniste du facteur 
d’épissage Nova-1. Ainsi elle permet la génération de variants d’épissage du pré-ARNm du récepteur 
de la dopamine, ce qui va conduire à la synthèse d’isoformes impliqués dans des processus 
physiologiques clés38. 
L’épissage alternatif est en effet influencé par le stress. C’est le cas de l’ARN Xbp1 qui est épissé 
de manière non-canonique lors du stress du réticulum endoplasmique (RE), dans les lymphocytes B. 
En effet l’enzyme Ire-1 (Inositol-requiring enzyme) s’autophosphoryle en cas de stress du RE suite au 
relargage de Grp78 dans le lumen du réticulum, et conduit à l’épissage d’un unique intron de l’ARNm 
de Xbp139. Chez la levure lors du stress du réticulum endoplasmique, un épissage non-canonique de 
l'équivalent de Xbp1, HAC1, a lieu dans le cytoplasme grâce à une ARNt ligase. Une étude de Nelson 
et collègues montre que les profils d’épissages de plusieurs milliers de gènes des cellules B activées 
changent, de façon précoce en corrélation avec le stress du réticulum endoplasmique40 et la 
phosphorylation d'Ire-1. L’hypoxie peut également influencer l’épissage alternatif, comme c’est le cas 
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pour l’ARNm donnant naissance à l’isoforme protéique anti-apoptotique sFas (soluble Fas) associée 
au cancer41. 
Des sites d’épissage cryptiques peuvent également entrer en jeu. Ce sont des sites dormant ou 
faiblement utilisés qui sont activés lorsqu’une mutation ponctuelle apparait dans un site voisin 
hautement actif, supprimant ainsi des portions de l’ARN habituellement conservées. Ces sites 
cryptiques sont impliqués dans de nombreuses maladies42 comme pour l'ARNm de la protéine SMN2 
dans l'amyotrophie spinale43,44.  
La queue poly(A) 
L’ajout de la queue poly(A) à l’ARNm est concomitante à la fin de la transcription, comme décrit 
en 1.1. L’ajout de ce stretch de A est essentiel pour prévenir la dégradation de l’ARNm et permettre 
son export vers le cytoplasme ainsi que sa traduction par circularisation de l’ARNm. La queue poly(A) 
est aussi présente sur une majorité d’ARN non-codants, bien que les micro-ARN perdent leur queue 
poly(A) sous leur forme mature. Certains ARN non-codants, comme décrit précédemment, possèdent 
une triple-hélice et non pas une queue poly(A) ; les ARN ribosomiques, eux, ne sont pas polyadénylés. 
Finalement, au fur et à mesure de la vie de l’ARNm, la queue poly(A) se raccourcira jusqu’à ce que la 
dégradation soit enclenchée.  
L’utilisation de sites de polyadénylation alternatifs ou polyadénylation alternative (PA) permet de 
faire varier la taille de la région 3’ non-traduite de l’ARNm, et de générer des sites de liaison de miARN 
(microARN). Ce processus peut-être régulé par le stress. En voici plusieurs exemples45 : dans le cas 
d’une attaque cardiaque, la sous-expression du facteur de polyadénylation PABPN1 entraine un 
raccourcissement ou un allongement d’un ensemble d’ARNm ; en association avec l’hypothermie, les 
facteurs auxiliaires Rbm3 et Cirbp incitent l’utilisation de site de PA distaux et donc génèrent des 
transcrits plus longs ; lorsque la disponibilité des nutriments diminue, il y a un changement dans les 
sites de PA utilisés. C’est notamment le cas de l’ARNm CAT-1 (cationic aminoacid transporter) qui 
est généré sous sa forme longue lors d’une privation en acides aminés. La protéine HuR provoque 
l’accumulation de la forme longue en se liant à un élément ARE non présent dans la forme courte de 
l‘ARNm.  
2.2. Edition, rétention, export 
Edition 
L’édition, dernière étape de maturation de l’ARNm, consiste en la suppression, l’ajout ou la 
substitution d’un nucléotide, modifiant la séquence du messager par rapport à celle du gène d’origine. 
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L’édition est assez rare mais concerne cependant plusieurs classes d’ARN, en passant par les ARNt, 
les ARNr (ARN ribosomiques), les miARN (micro ARN) et les ARNm mais aussi les longs ARN non-
codants. Elle a lieu dans le noyau de la cellule aussi bien que dans le cytoplasme. L’édition par 
déamination ou substitution d’une base se découpe en deux catégorie : de C en U, et de A en I (I pour 
inosine). Un exemple d’édition C en U concerne l’apolipoprotéine B (apo-B100) chez l’Homme, où 
un codon stop est généré par déamination du codon CAA en UAA. Cela résulte en la formation d’une 
protéine tronquée, apo-B4846. L’édition de A en I quant à elle concerne 90% de l’édition ARN. Cette 
réaction est catalysée par l’enzyme ADAR (adesosine deaminase acting on RNA) qui se lie aux ARN 
double-brin. La majorité des bases éditées se situent dans les séquence non-codantes de l’ARNm, plus 
particulièrement dans les séquences répétées inversées telles que les séquences Alu, les séquences 
introniques ou encore les LINEs (long intersperced elements). ADAR est présente sous 3 formes, 
ADAR1, ADAR2 et ADAR3, issues de 3 gènes différents47. Le mutant ADAR1-/- murin conduit à la 
mort embryonnaire par apoptose ; ADAR1 est donc essentiel à la vie chez les mammifères. Une 
dérégulation du système d’édition entraine un dysfonctionnement du système nerveux central, de 
même que l’apoptose des neurones suite à une ischémie cérébrale et à une mauvaise édition du site 
Q/R du pré-ARNm du récepteur du glutamate, GluR-B.47 
Plusieurs fonctions sont proposées pour l’édition de A en I. Elle peut mener à la mutation de sites 
donneurs ou accepteurs d’épissage et conduire à l’inclusion ou l’exclusion d’introns Alu ; les ARN 
édités peuvent également être retenus dans le noyau par la protéine p54nrb dans un corps nucléaire, le 
paraspeckle. p54nrb a la faculté de se lier directement aux inosines, comme c’est le cas pour CTN-RNA, 
l’ARN nucléaire du transporteur cationique d’acide aminés murin CAT2. Durant un stress, le 3’UTR 
de CTN-RNA est clivé, permettant ainsi son export vers le cytoplasme et sa traduction ; la rétention 
nucléaire serait dans ce contexte une façon de répondre rapidement au stress cellulaire. Cependant une 
autre étude a montré que la structure double brin de l’ARN de même que la présence d’un mécanisme 
édition ne mène pas systématiquement à la rétention mais que de tels ARN peuvent être efficacement 
exportés et recrutés dans les polysomes47,48. Les miARN sont aussi sujets à la déamination de A en I. 
Cette édition permet d’inhiber le clivage par Drosha de certains pri-miARN ou encore de générer une 
bibliothèque plus diversifiée de miARN ciblant davantage de séquences47.  
Les ARN édités, de par leur structure, ont une stabilité affectée : les paires de base U-I dites de Wobble 
sont plus instable que l'appariement U-A, alors que le mismatch A-C donnant I-C après édition stabilise 
au contraire la structure47. De plus, l’inosine peut être lue de différentes façons par le ribosome, en 
général comme une guanosine, plus rarement comme une adénosine ou un uracile selon le codon et sa 
position au sein de celui-ci. Ces résultats suggèrent une grande variabilité dans l’interprétation du code 
génétique sous sa forme éditée. Les même auteurs ont pu montrer que les ribosomes s’arrêtent 400 à 
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500 nucléotides en amont du site d’édition, diminuant ainsi le taux de traduction ou favorisant la 
synthèse de protéines tronquées49. En réponse au stress, l’enzyme ADAR1 a été montrée comme se 
relocalisant dans les granules de stress et ayant des fonctions anti-apoptotiques, potentiellement en 
éditant des ARN dans le cytoplasme50. Enfin, l’édition de structures ARN double brin favorisant la 
traduction, tels que les pseudo-nœuds ou les IRES, pourrait empêcher l’interaction de protéines se liant 
à l’ARN et donc réguler négativement la traduction.  
2.3 Stabilité de l'ARN et contrôle qualité 
La stabilité de l’ARN dépend de sa transcription, de sa maturation, de son export ainsi que de sa 
vitesse de dégradation dans le cytoplasme. La cellule possède des moyens de contrôler la validité d’un 
ARNm en amont de la synthèse protéique, coûteuse en énergie. 
Déadénylation 
La déadénylation est la première étape de la dégradation d’un ARN. Comme mentionné plus haut, 
la nucléase PARN est une des protéines qui permet ce processus en se liant à la coiffe de l’ARN une 
fois que le complexe d’initiation de la traduction l’a rendu accessible. Suivant la déadénylation, la 
dégradation de l’ARN proprement dite a lieu, de 5’ en 3’ ou inversement, ce qui implique des 
complexes différents. La voie endoribonucléolytique est moins couramment utilisée : les 
endoribonucléases telles que PMR1 et ERN1/IRE1 ciblent les ARN en cours de traduction. 51–53 (Cf. 
figure 2A).  
P-bodies et granules de stress 
Les protéines responsables de la dégradation des ARNm se retrouvent sous la forme de foci dans 
le cytoplasme, appelés P-bodies (pour processing bodies). Les ARNm s’y rendent pour être dégradés, 
mais peuvent aussi en ressortir pour s’associer aux polyribosomes, ce qui fait des P-bodies des lieux 
de rétention, ou réserves d’ARNm. Les granules de stress sont formées comme leur nom l’indique en 
réponse au stress et sont des foci cytoplasmiques où se concentrent les ARNm dont la traduction est 
réprimée (Cf. figure 2B). Leur formation requière la phosphorylation du facteur  
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Figure 2. Mécanismes de dégradation et de contrôle qualité de l’ARN. A : déadénylation ; B : 
Granules de stress ; C : Nonsens mediated decay et Nonstop mediated decay ; D : Staufen Mediated 
Decay. 
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d’initiation de la traduction eIF2α dont nous parlerons plus en détail dans la 2e partie de ce volet. 
Les P-bodies et les granules de stress sont liés spatialement et dans leur composition. Les granules de 
stress seraient un endroit de stockage et de remodelage des ARNm désassemblés d’avec les 
polyribosomes avant leur passage dans les p-bodies pour leur dégradation54. Le « contrôle qualité » 
des ARNm de la cellules passe par trois voies principales : le « non sense-mediated mRNA decay » ou 
NMD, le « no-stop mRNA decay » ou NSD et le no-go mediated decay décrit chez la levure51. Ces 
trois voies assurent la destruction d’ARNm pouvant conduire à la synthèse de protéines tronquées ou 
défectueuses.  
Non sense mediated decay 
Le NMD est un mécanisme de surveillance couplé à la traduction qui entraine la dégradation des 
ARNm possédant un codon stop prématuré c’est-à-dire que ne se situe pas dans le dernier exon. Leur 
détection se fait par reconnaissance du codon stop de traduction prématuré ainsi que par la présence 
du complexe de jonction exon-exon (EJC) 50 à 55 nucléotides en aval du codon non-sens (Cf. figure 
2C). En temps normal les EJC sont déplacés par le "premier jet" de traduction par le ribosome51. Une 
taille importante du 3’UTR de l’ARNm peut aussi être le déclencheur du NMD. Ce mécanisme de 
surveillance est couplé au stress : en effet son inhibition conduit à la phosphorylation d’eIF2α, un 
facteur d’initiation de la traduction habituellement phosphorylé lors de stress comme l’hypoxie ou le 
stress du reticulum55,56, ce qui conduit à une diminution globale de la synthèse protéique. De fait, le 
NMD est inhibé lors de l’hypoxie57.  
« No-stop mediated decay » et « no-go mediated decay » 
 Le NSD a lieu lorsque l’ARNm ne possède pas de codon stop. Le ribosome va se rendre ainsi 
jusqu’à l’extrémité de la queue polyA de l’ARNm et le complexe de NSD sera recruté par le site « A » 
libre du ribosome, permettant la dégradation 3’-5’ de l’ARN (Cf. figure 2C). La voie NGD a quant à 
elle été décrite chez la levure, mais il n’en est pas fait mention chez les eucaryotes supérieurs.  
« Staufen mediated decay » (SMD) 
Une voie entrant en compétition avec le NMD est le Staufen Mediated Decay. Présente chez les 
mammifères, la voie SMD détecte les ARN double brin formés soit par un repliement interne 
(intramoléculaire) soit par l’interaction avec un/des ARN(s) non codant(s) (intermoléculaire) (Cf. 
figure 2D). Cette structure est reconnue par la protéine STAU1 qui se fixe sur ses sites de liaison 
(STAU1-binding sites) suffisamment en aval du codon stop de l’ARNm ciblé. STAU1 peut former des 
homodimères ou des hétérodimères avec son homologue STAU2. Lorsque STAU1 se fixe à l’ARN 
double brin, cela provoque le recrutement de UPF1, une ARN hélicase ATP dépendante, ce qui 
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déclenche la dégradation de l’ARNm cible. UPF1 se lie également à UPF2 dans la NMD, ce qui 
explique pourquoi les deux voies, NMD et SMD, entrent en compétition58. De plus, STAU1 se 
relocalise dans les granules de stress de façon concomitante à la dissolution des polysomes. Sa 
suppression augmente la formation des granules de stress, inversement sa surexpression empêche leur 
formation durant le stress oxydatif. D’après les auteurs de l’étude, STAU1 stabiliserait les polysomes 
par interaction avec le ribosome, prévenant ainsi la formation des granules de stress, cette formation 
dépendant de l’équilibre entre polysomes et p-bodies59.  
2.4. Régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles par les ARN 
non-codants 
Les ARN non-codants sont des acteurs incontournables de l’expression des gènes. Ils entrent donc 
bien évidemment en compte dans la modulation de la transcription, de la maturation et de la stabilité 
des ARN. Ils se divisent en deux classes : les petits ARN (moins de 200 nucléotides) et les long ARN 
non codants. Les petits ARN non-codants intervenant au stade transcriptionnel et post-transcriptionnel 
comprennent les sn/snoARN (small nuclear/small nucleolar RNA) impliqués dans l’épissage, les 
miARN intervenant dans la stabilité des ARNm, les ARN interagissant avec PIWI. Les long ARN non-
codants sont plus divers de structure et d’origine variées.  
eARN et modificateurs de chromatine 
Des ARN non codants sont générés à partir des enhancers de la transcription de leur gène, des 
milliers de paires de base en amont du point +1. Leur transcription, uni ou bidirectionnelle, semble 
dépendre de l’activité de l’enhancer lui-même. Ils peuvent être polyadénylés ou non et ont donc une 
durée de vie variable, mais sont décrits comme étant fonctionnels. Ils serviraient de plateforme pour le 
repliement et la stabilisation de la chromatine afin de favoriser l’interaction entre l’enhancer et son 
promoteur (Cf. figure 3A). D’autres ARNnc permettent de modifier localement ou globalement la 
chromatine. Un des exemples les plus célèbres est le long ARN non-codant Xist (X chromosome 
inactivation). Il est impliqué dans l’extinction du second chromosome X chez la femelle60. Ce type 
d’ARN non codant interagit avec des complexes de modification de la chromatine pour diriger la 
modification épigénétique des histones. Ce phénomène d’expression ou répression d’allèle hérité des 
parents est appelé « empreinte ». 61 D’autres ARNnc peuvent agir en trans. Par exemple le long ARNnc 
HOTAIR est produit à partir du cluster de gène homéobox HOX exprimés à différents moments et 
lieux au cours du développement (Cf. figure 3B). Il a pour rôle de recruter des méthyltransférases ou 
des déméthylases au cluster HOX-D par reconnaissance d’un domaine ADN  
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Figure 3. Les ARN non-codants régulateurs de l’expression des gènes. A : mécanisme d’action 
des eARN ou ARN enhancer ; B : Transcription et action du lARNnc modificateur de chromatine 
HOTAIR ; C : mécanisme de génèse et d’action des microARN ; D : Mécanismes d’action des 
circARN.  
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riche en GA, afin d’éteindre une région de 40 kb sur le chromosome60.  
miARN  
Les microARN font partie de la classe d’ARN non codants les plus étudiés ces dernières années. 
Ils comportent entre 22 et 24 nucléotides. Ils ont la capacité de se lier au 3’UTR des ARNm pour  
induire leur dégradation ou inhiber leur traduction (Cf. figure 3C). Les miARN sont importants 
pour le développement et sont impliqués dans un grand nombres de pathologies incluant les maladies 
cardiovasculaires et le cancer62. Ils produits à partir de gènes transcrits par l’ARN polymérase II pour 
la plupart, ou à partir de gènes codants, puis maturé à partir de pri-miARN en pré-miARN dans le 
noyau avant export vers le cytoplasme, où ils sont pris en charge par le complexe RISC63,64. 
PiARN 
Les piARN ou ARN interagissant avec Piwi sont des ARN allant de 24 à 31 nucléotides dont le 
nom provient de leur capacité à se lier aux protéines Piwi de la famille des Argonautes65. Ces ARN 
sont modifiés en 3’ par une 2’O-methylation et possèdent pour la plupart une uridine en 5’. Ils arborent 
une complémentarité avec les éléments transposables et répétitifs. Chez la Drosophile les piARN vont 
cibler ces éléments transposables pour les détruire via les protéines Piwi mais aussi éteindre les loci 
d’origine des transposons. Ces piARN s’expriment dans les cellules germinales et dans le stade précoce 
de développement de l’embryon chez les mammifères afin de protéger la cellule en division de 
remaniement génétiques pouvant être fatals66,67. Chez C. elegans, une étude a montré qu’une altération 
des conditions environnementales conduit à une réduction de l’expression des piARN lors d’une 
hausse des températures, ou à une augmentation lors d’une infection par une bactérie. Ces changements 
sont transmis aux générations futures et altèrent l’expression des gènes ; de plus une transmission du 
signal est faite entre les cellules somatiques et germinales. Les piARN sont donc un nouvel ensemble 
d’ARNnc capable de répondre au stress en adaptant l’expression des gènes68,69 et dont l’expression est 
transmise à la descendance.  
ARN circulaires 
Les ARN circulaires représentent une classe d’ARNnc encore peut étudiée car longtemps 
considérés comme des artefacts de la machinerie d’épissage. Cependant les études récentes suggèrent 
que leur implication dans la modulation de l’expression des gènes est étendue et diverse. Ces ARN 
sont formés par rétrojonction de deux exons non colinéaires (EcARN), ou encore de deux introns 
(CiARN), ou un mélange des deux (EIcARN). Leur forme circulaire leur confère une grande stabilité. 
Ils sont exprimés dans différents tissus, à différents stades du développement. Ils se retrouvent 
impliqués dans des pathologies comme le cancer et sont également induits en cas de stress. Leur 
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biogenèse va entrer en compétition avec l’épissage canonique des ARNm, ce qui est une première 
forme de régulation. De plus, ils contrôlent la transcription de leur gène parental par interaction avec 
l’ARN polymérase II et les snRNP et hnRNP70,71. Les ARN circulaires exon-exon, majoritairement 
cytoplasmiques, peuvent avoir la fonction d’« éponge » à miARN72 et à RBP (protéines se liant à 
l’ARN), ou la fonction d’ARNm traduit en protéine (Cf. figure 3D). Cette dernière fonction des 
circARN est en passe de devenir leur fonction principale, et leur grande stabilité en fait des outils 
biotechnologiques de choix pour la production de protéines recombinantes. 
II. Régulation de la traduction 
La traduction représente l’étape d’interprétation de l’ARN messager donnant lieu à la synthèse de 
la protéine. C’est une autre grande étape de l’expression des gènes, qui se déroule dans le cytoplasme 
de la cellule après export de l’ARNm à partir du noyau. La traduction et toute la machinerie qui y est 
associée sont profondément régulées, en commençant par l’initiation.  
Tout comme la transcription, la traduction se déroule en trois étapes : l’initiation, phase durant 
laquelle le début de la séquence codante sera reconnu par la machinerie de traduction, le ribosome ; 
l’élongation, phase au cours de laquelle le ribosome parcours l’ARNm tout en synthétisant le 
polypeptides ; et enfin la terminaison, qui permet au ribosome de se décrocher de l’ARNm, de relarguer 
le polypeptide, et d’achever ainsi la synthèse protéique. Nous discuterons ici de la traduction dite 
« canonique » de l’ARNm, faisant intervenir sa coiffe. 
1.1. L’initiation 
L’initiation de la traduction se déroule en plusieurs phases : l’attachement à la coiffe de la petite 
sous-unité du ribosome, le balayage et la reconnaissance du codon initiateur avec la fixation de la 
grande sous-unité du ribosome.  
Les différents acteurs de l’initiation de la traduction 
L’initiation de la traduction fait intervenir différents acteurs. Les premiers sont les facteurs 
d’initiation de la traduction, eIF (eucaryotic Initiation Factor) dont le rôle et la forme sont divers et 
seront décrits ci-dessous. Le deuxième est l’ARN de transfert initiateur ou ARNti-Met. Les ARN de 
transfert sont des petits ARN non codants qui ont un rôle primordial dans la traduction. Ce sont des 
molécules adaptatrices d’une taille située entre 70 et 96 nt : l’anticodon situé dans une boucle de l’ARN 
lie le codon sur l’ARNm et l’extrémité 3’ lie l’acide aminé correspondant au duplex codon- 
1. Les étapes de la traduction 
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anticodon. Un ARNt apporte un acide aminé à un codon donné, aussi il existe exactement 61 ARNt 
différents pour répondre à la diversité du code génétique. Tous les ARNt ne sont pas présents dans la 
même cellule car la première base de l’anticodon, dite de Wobble, peut correspondre à plusieurs bases 
73.  
La méthionine est l’acide aminé initiateur car AUG, le codon start le plus répandu, code pour cet acide 
aminé. Cependant toutes les protéines matures ne commencent pas par une méthionine : en effet si le 
2e acide aminé est une arginine, la méthionine est enlevée. Elle est en revanche préservée si le 2e acide 
aminé est une lysine. D’autres codons initiateurs existent : CUG, GUG, ACG, UUG sont également 
des codons utilisés bien que moins efficacement reconnus que l’AUG74.  
Enfin, un troisième acteur de l’initiation de la traduction est la sous-unité 40S du ribosome. Son 
nom provient de l’unité du coefficient de sédimentation Svedberg. C’est la sous-unité la plus large du 
complexe d’initiation. Elle permet de contrôler la liaison entre l’ARNt et l’ARNm. Le ribosome se 
divise en deux parties : la tête et le corps, l’ARNm se liant au niveau de la fente qui sépare les deux. 
La sous-unité 40S comporte en outre trois sites de liaison pour les ARNt, A (aminoacyl), P (peptidyl) 
et E (exit). Elle est formée par l’ARN ribosomique 18S (ARNr 18S) ainsi que 33 protéines75.   
 
Figure 4. Formation du complexe de pré-initiation 43S. Echange du GDP d’eIF2 en GTP par 
l’échangeur eIF2B ou GEF ; recrutement de l’ARNt initiateur ARNti-Met et de la sous-unité 40S du 
ribosome par eIF1, eIF1A et eIF3 : formation du complexe de pré-initiation 43S. 
 
 
32 Introduction – Partie I : Régulation de l’expression génique par le stress 
Formation du complexe de pré-initiation 
La traduction commence par la formation du complexe de pré-initiation ou complexe 43s (Cf. 
figure 4). Ce dernier est composé du complexe ternaire associé à la sous-unité 40S du ribosome et 
additionné de facteurs d’initiations. Le complexe ternaire (CT) est formé du facteur eIF2 associé au 
GTP et de l’ARN de transfert initiateur lié à la méthionine (ARNti-Met). eIF2 a une forte affinité pour 
ARNti-Met seulement lorsqu’il est associé à une GTP, sa forme inactivée est stablement associée à une 
GDP. Le facteur eIF2B, ou GEF (guanine nucleotide exchange factor) va échanger le GDP contre une 
GTP pour activer eIF2, ce qui conduira à l’initiation de la formation du complexe ternaire. Par la suite, 
trois facteurs (eIF1, eIF1A et eIF3) recrutent le complexe ternaire sur la sous-unité 40S. Leur fixation 
à la 40S entraine son changement conformationnel. La petite protéine eIF1 se fixe près du canal ARNm 
et du site P de la 40S. eIF1A se fixe à côté d’eIF1 près du site A et du « centre de décodage ». Ce 
dernier a pour fonction de vérifier le bon couplage du codon de l’ARNm avec l’anticodon de l’ARNt 
dans le site A du ribosome au cours de l’élongation76,77. Finalement, le facteur eIF3, complexe composé 
de 13 sous-unités, s’étend largement autour du canal de sortie de l’ARNm sur la 40S. Il permet lui 
aussi le recrutement du CT sur la sous-unité 40S.  
Fixation à la coiffe   
La fixation de la petite sous-unité du ribosome à la coiffe est effectuée par les facteurs d’initiation 
eIF4. Le plus connu, eIF4E, se lie directement à la coiffe. Il forme un complexe avec l’hélicase eIF4A 
et la protéine d’amarrage eIF4G. eIF4E est une protéine hautement conservée qui peut être remplacée 
par exemple par celle de la levure avec la même efficacité78,79. La disponibilité d’eIF4E régule la 
formation du complexe eIF4F. De plus, son expression est fortement contrôlée, car seule une 
surexpression moyenne (2,5 fois) suffit pour être tumorigène80. eIF4G quant à elle permet le lien entre 
la petite sous-unité du ribosome et l’ARNm. C’est une protéine difficile à étudier de par sa grande 
taille. Elle permet le recrutement du complexe de préinitiation (PIC) 43S. eIF4G interagit également 
avec PABPC1 (Poly(A)-Binding Protein), qui comme son nom l’indique est fixée à la queue poly(A) 
pour stabiliser l’ARNm. Cette interaction PABP-eIF4G permet une circularisation de l’ARNm. De 
plus cette interaction stimule le recrutement du PIC-43s, promeut le recrutement de la sous-unité 60S 
du ribosome, et augmente la concentration des ribosomes en terminaison dans un périmètre proche de 
la coiffe79. eIF4G va se lier à eIF4A par ses domaines N-terminal (NTD) et C-terminal (CTD), grâce 
à deux domaines HEAT (Huntington, Elongation Factor 3, PR65/A, TOR) formés de répétition en 
tandem d'hélice alpha liées par une courte boucle. Cette interaction favorise le lien de eIF4A avec 
l’ARN et l’hydrolyse de l’ATP. La liaison entre eIF4E et eIF4G provoque la restructuration de l’ARN 
grâce à l’activité hélicase d’eIF4A81. 
 
 
33 Introduction – Partie I : Régulation de l’expression génique par le stress 
 
Figure 5. Initiation de la traduction eucaryote.  
 
 
34 Introduction – Partie I : Régulation de l’expression génique par le stress 
Le facteur eIF4B, lui, n’est pas indispensable pour le recrutement du ribosome. Il interagit avec le 
facteur eIF3 et l’ARN ribosomique 18S et stimule l’activité hélicase d’eIF4A. Enfin, le facteur eIF3 
situé sur le PIC interagit avec le complexe eIF4F, notamment une liaison de eIF3 avec la coiffe a été 
décrite concomitante à la perte d’eIF4E82.  
Voici l’ordre établi de recrutement des différents facteurs d’initiation (Cf. figure 5) : 
(a) Reconnaissance de la coiffe par eIF4E ;  
(b) liaison de eIF4G avec l’ARN et eIF4E et stabilisation de l’interaction d’eIF4E avec la coiffe ; 
(c) liaison de eIF4A avec eIF4G, hydrolyse de l’ATP par eIF4A, recrutement de eIF4B : 
changement de conformation d’eIF4A en hélicase active qui va défaire les structures 
secondaires de l’ARN et déplacer le complexe protéine-ARN ; 
(d) interaction entre eIF4G et eIF3 pour recruter le PIC 43S ;  
(e) recrutement de l’ARNm dans le canal ARNm du ribosome. Cette étape est encore peu décrite 
dans la littérature. 
A l’issue de ces étapes, le complexe 48S est formé. L’étape suivante d’initiation de la traduction 
est le balayage. 
 Balayage et reconnaissance du codon initiateur 
Le ribosome chargé sur l’ARNm va le balayer de 5’ en 3’ à la recherche du codon initiateur, le plus 
souvent un AUG comme mentionné plus haut. eIF4A entraine le PIC en déroulant la molécule 
d’ARNm grâce à l’hydrolyse de l’ATP. Lorsqu’il rencontre le codon initiateur dans son site P, le 
ribosome fait une pause ; cet AUG est en général le plus proche du 5’ de l’ARNm. Il se doit d’être 
entouré d’un contexte nucléotidique spécifique, appelé séquence Kozak, dont le consensus est le 
suivant : (GCC)GCCRCCAUGG avec le R en -3 étant un A ou un G. Plus le contexte se rapproche de 
ce consensus, plus l’AUG va être efficacement utilisé pour l’initiation. Les lettres en gras, en -3 et +4 
sont déterminantes pour la reconnaissance du site d’initiation de la traduction. Des variations sont 
cependant possibles chez les eucaryotes. L'ARN ribosomique 18S va lui-même s'hybrider avec 
l'ARNm pour faciliter le positionnement du ribosome sur le codon initiateur dans un contexte Kosak83. 
Tout au long du balayage, les extrémités C-terminales d’eIF1 et d’eIF1A agissent pour contrôler le 
codon en tant que codon non-AUG en déstabilisant le complexe codon-anticodon mésapparié84. La 
conformation ouverte du ribosome qui en résulte empêche l’intégration de l’ARNti-Met initiateur dans 
le site P. Lorsque le ribosome rencontre le codon initiateur, des résidus N-terminaux d’eIF1A 
interagissent avec le duplex codon-anticodon tandis que des résidus plus éloignés entrent en contact 
avec les nucléotides +4 et +5 de l’ARNm. Cette conformation va inhiber le balayage et conformer le 
ribosome en mode « fermeture » (Cf. figure 6). eIF2 charge ensuite l’ARNti-Met dans le site P lorsque 
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son GTP est converti en GDP, puis eIF2, eIF1 et le eIF1A sont libérés du site P. Enfin, eIF5B-GTP 
apporte la sous- unité 60S et son GTP est hydrolysé en GDP. L’élongation commence alors. 
 
1.2. L’élongation 
L’élongation se fait par le déplacement du ribosome de 5’ en 3’ avec l’incorporation et la liaison 
successive des acides aminés apportés par les ARNt. Cette étape est régulée par le facteur d’élongation 
eEF-1 et son GTP. Après le codon initiateur, un deuxième ARNt aminoacétylé entre dans le site A, la 
reconnaissance du codon stimule l’hydrolyse de GTP et déplace le facteur eEF1A du site A. Au même 
moment le ribosome change de conformation ce qui entraine le contact du 3’ de l’ARNt dans le site A 
avec l’ARNt portant la chaine de polypeptide du site P, et la liaison peptidique est formée. Cette 
 
Figure 6. Reconnaissance du codon d’initiation. Adapté de Hernández, G., Osnaya, V. G. & Pérez-
Martínez, X. Conservation and variability of the AUG initiation codon context in eukaryotes. Trends 
Biochem. Sci. (2019). doi:10.1016/j.tibs.2019.07.001.  
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réaction peptidyl transférase est catalysée par l’ARN ribosomique lui-même85,86. un déplacement des 
acides aminés du site A et P aux site E et P a ensuite lieu avec la liaison du facteur d'élongation eEIF2-
GTP, ce qui conduit à la libération de l’ARNt du site E et le relargage d'eEIF2-GDP; le site A étant 
vide, le facteur d'échange eEF-1B recycle eEF1A-GDP en eEFIA-GTP, rendant sa conformation 
initiale au ribosome. Celui-ci se retrouve alors prêt à accueillir un nouvel ARNt dans le site A, et le 
mécanisme se réitère87,88. 
1.3. La terminaison 
La terminaison a lieu lorsque le ribosome rencontre un codon stop : UAA, UAG, UGA. Aucun 
ARNt ne reconnait ces codons. Le facteurs de libération eRF-1 (eukaryotic Release Factor) en 
revanche reconnait ces trois codons et conduit à la libération du ribosome et du polypeptide par 
hydrolyse aidé par eRF-3, une GTPase. La liaison d'eRF3 a lieu en premier, suivi de DDX19-ATP qui 
place eRF1 au niveau du codon stop, ce dernier entrant en contact avec eRF-389. Le ribosome est 
ensuite recyclé pour servir à un nouveau tour de traduction en partie grâce à l'action d'eRF188.  
Comme c’est le cas pour la transcription, les trois étapes de la traduction sont régulées en cas de 
stress. En effet, la traduction est un processus coûteux en énergie pour la cellule. Face au stress, elle 
est donc bien souvent bloquée à différents niveaux pour économiser de l’énergie et prioriser la réponse 
géniques aux protéines essentielles à la survie de la cellule. Nous commencerons par décrire 
brièvement les régulations qui existent en ce qui concerne les étapes d’élongation et terminaison de la 
traduction, puis nous expliciterons les contrôles et mécanismes alternatifs d’initiation de la traduction 
plus en détails car c’est à ce niveau que se font la majorité des régulations : les étapes les plus longues 
et complexes à mettre en place sont celles les plus susceptibles d’être régulées.  
2.1. Régulation de l’élongation et de la terminaison 
Une régulation de l’élongation bien connue concerne la synthèse des protéines sécrétées. Après 
cinq à trente codons, le ribosome fait une pause sur les ARNm encodant pour des protéines sécrétées. 
Cette pause est contrôlée par la SRP (Signal Recognition Particle), qui interagit avec la séquence signal 
localisée en N-terminal du polypeptide en cours d’élongation et prend la place dans le site A. Cet 
amarrage bloque l’entrée de nouveaux ARNt et donc l’élongation de la traduction jusqu’à ce que le 
polysome soit redirigé vers le réticulum endoplasmique90. On voit ici que l’occupation du site A est 
un moyen simple de réguler l’élongation de la traduction. De nombreux facteurs interagissent avec ce 
site, tous potentiellement cibles d’une régulation. La terminaison elle-même peut être précoce en cas 
2. Régulations de la traduction en cas de stress  
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de rencontre du ribosome avec des codons rares : cette rencontre provoque la pause du ribosome et 
eRF1 entre en compétition avec les ARNt pour l'occupation du site A91. 
Les miARN peuvent eux aussi entrainer une pause du ribosome92, de même que la protéine FRMP 
déficiente dans le syndrome du X fragile93. La protéotoxicité est une source de stress pour la cellule. 
Lorsqu’on la nourrit avec des analogues d’acides aminés, cela résulte en un mauvais repliement des 
protéines : une fois partiellement synthétisée (environ 50 résidus d’acides aminés), la protéine 
naissante est exposée à l’environnement et la chaperonne HSC70 qui habituellement favorise le 
repliement des protéines est perturbée. Cela provoque la pause de l’élongation et une réduction de la 
traduction. Lors de la privation en acide aminés, la voie MAP kinase est activée, la kinase eEF2K 
phosphoryle le facteur d’élongation eEF2 ce qui réduit l’élongation. Dans le cancer intestinal, 
mTORC1 phosphoryle la kinase S6 qui elle-même active eEF2K.  
L’élongation peut également être régulée par l’utilisation des différents codons et de la disponibilité 
en ARNt. De façon, intéressante, l'utilisation des différents codons influence la vitesse d'élongation du 
ribosome comme découvert par Yu et al dans un système de traduction "cell free" : en effet, les codons 
"optimaux" augmente la vitesse d'élongation tandis que les codons "non-optimaux" baissent cette 
vitesse. Cette caractéristique repose bien sur l'utilisation des codons et non pas la structure de l'ARN 
comme testé par Yu et al. De plus, l'utilisation des codons et la vitesse d'élongation influence également 
le repliement des protéines, par exemple l'utilisation de codons non optimaux est préférentielle pour 
les zones non structurées des protéines eucaryotes91,94. Le stress influence également la concentration 
des différents ARNt87,95,96. Enfin, chez la levure, le stress induit par la concentration en H2O2 conduit 
à une baisse de la fin de la course du ribosome et donc de l’élongation ou de la terminaison97.  
2.2. Régulation de l’initiation de la traduction 
L’initiation de la traduction est l’étape la plus régulée, et ce à différents niveaux. Une des 
principales voies de régulation de l’initiation de la traduction passe par l’état de phosphorylation des 
facteurs d’initiations eIF. En cas de stress comme la carence en nutriment, le choc thermique, les 
dommages à l’ADN et la variation de la pression d’oxygène (hypoxie ou hyperoxie), des kinases et 
phosphatases sont activées pour phosphoryler ou déphosphoryler ces facteurs.  
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Régulation par eIF2 : la Réponse Intégrée au Stress 
 Une cible privilégiée de ces kinases est le facteur eIF2. Il est responsable comme mentionné plus 
haut de la formation du complexe ternaire par échange de son GDP en GTP par eIF2B. Cependant 
lorsque la sous-unité eIF2α est phosphorylée sur sa serine 51, elle devient un inhibiteur compétitif 
d’eIF2B. Ainsi son recyclage n’est plus assuré et il y a une réduction de formation du complexe ternaire 
 
Figure 7. Régulation de l’initiation de la traduction passant par eIF2  et 4EBP. A : réponse 
intégrée au stress, phosphorylation d’eIF2α par quatre kinases (GCN2, PKR, PERK, HRI) inhibant 
la liaison d’eIF2B et l’échange du GDT en GTP, prévenant ainsi la formation du complexe ternaire ; 
B : inhibition de la phosphorylation de 4EBP par mTORC1 et séquestration d’eIF4E empêchant 
l’initiation de la traduction par reconnaissance de la coiffe. 
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et donc de l’initiation de la traduction98. Cette voie de régulation de la traduction en réponse au stress 
est appelée Réponse Intégrée au Stress (Integrated Stress Response) (Cf. figure 7A).  
Quatre kinases régulent la phosphorylation d’eIF2 dans différents cas de stress de façon spécifique : 
GCN2, PKR, PERK, et HRI. GCN2 répond au niveau d’ARNt aminoacétylé et à l’irradiation UV, 
PKR est activée par l’ARN double-brin produit notamment lors d’une infection virale, PERK (PKR-
like Reticulum Endoplasmic (RE) Kinase) est sensible au repliement anarchique des protéines dans le 
réticulum endoplasmique ainsi qu’à l’hypoxie, et HRI (Heme Regulatory Inhibitor) répond au niveau 
en hème et au choc osmotique ou de température99. Cette phosphorylation de eIF2α mène à une baisse 
globale de la synthèse protéique comme on peut le voir en étudiant les polysomes, c’est-à-dire les ARN 
associés au ribosomes, purifiés sur gradient de sucrose. La proportion d’ARNm engagés avec plusieurs 
ribosomes diminue tandis que la fraction de monosomes inactifs (80S) augmente en cas de 
phosphorylation d’eIF2α100.  
4EBP et la voie m-TOR 
Une autre voie de contrôle de l’initiation de la traduction passe par la liaison du complexe eIF4F 
avec la coiffe de l’ARNm. En effet cette étape est déterminante pour l’initiation de la traduction. La 
protéine 4EBP ou eIF4EBP1 (pour eIF4E binding protein 1) peut se lier à eIF4E et entrer en 
compétition avec eIF4G pour son site de liaison ce qui prévient la formation du complexe eIF4F101. La 
liaison de 4EBP à eIF4E dépend là aussi de son état de phosphorylation : hypophosphorylée, 4EBP 
interagit fortement avec eIF4E, mais en cas de phosphorylation cette interaction perd de sa puissance 
(Cf. figure 7B). De façon constitutive, 4EBP est phosphorylée par le complexe mTORC1 comprenant 
la kinase m-TOR, ainsi que les deux protéines Raptor (une protéine régulatrice associée à m-Tor) et 
mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8). mTOR appartient à la famille des 
phosphatidylinositol-3 kinases (PI3K)-related kinase (PIKK)102. mTORC1 agit comme un senseur du 
stress en évaluant le niveau d’acides aminés et le statut énergétique de la cellule, et en répondant par 
le ciblage des protéines impliquées dans la traduction ou des kinases régulant la machinerie de 
traduction. En cas de stress comme l’hypoxie, mTORC1 est inactivé et 4EBP est donc 
hypophosphorylée, séquestrant ainsi eIF4E et prévenant la formation de eIF4F103. S6K est aussi la 
cible de mTORC1. Or cette kinase phosphoryle la protéine ribosomique RPS6 ainsi qu’eIF4B pour 
promouvoir la traduction104,105. Finalement, il a été décrit que mTORC1 interagit directement avec 
eIF3 pour inciter l’interaction eIF3-eIF4G et la formation du PIC106,107.  
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uORF 
Les uORF ou upstream Open Reading Frame sont des régions codantes situées dans le 5’UTR de 
l’ARNm, la plupart du temps dans un cadre de lecture différent de l’ORF principal. Elles entrainent 
une baisse de la traduction de l’ORF principal du fait que le ribosome favorise l’initiation de  
traduction à un codon initiateur plus proche du 5’. Le codon initiateur n'est pas forcément l'AUG, CUG 
est également un codon fréquemment rencontré pour une initiation en amont de l'ORF principale108,109. 
Un des exemple les plus connus de régulation de la traduction par les uORF est celui de GCN4 chez 
la levure (Cf. figure 8). Lors de la privation en acides aminés, GCN2 phosphoryle eIF2α qui entraine 
une diminution globale de la traduction. L’ARNm GCN4 comporte quatre uORF en 5’ de l’ORF 
principal. Lorsqu’eIF2α n’est pas phosphorylée, le ribosome initie majoritairement à l’ORF1 et de ce 
fait aucune sous-unité 40S ne balaie jusqu’à l’AUG de l’ORF principal qui n’est donc pas traduit. 
Lorsque le niveau en complexe ternaire est bas dû à la phosphorylation d’eIF2α, le manque de 
complexe ternaire fait que l’initiation est inefficace sur les premiers AUG rencontrés, et le ribosome 
balaie l’ARNm jusqu’à l’ORF principal, permettant ainsi la synthèse de GCN4. Ainsi le niveau de 
phosphorylation d’eIF2α reflète la capacité du ribosome à réinitier aux uORF ou au codon initiateur 
de GCN4110. Dans le cas du stress du réticulum endoplasmique (RE), une augmentation du mauvais 
 
Figure 8. Mécanisme de fonctionnement des uORF. Adapté de Holcik, M. & Sonenberg, N. 
Translational control in stress and apoptosis. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 6, 318–327 (2005). 
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repliement des protéines est un danger pour la cellule car conduit à son apoptose. L’UPR (unfolded 
protein response) entraine la dissociation de la chaperonne BiP de la kinase PERK, ce qui permet à 
cette dernière son oligomérisation et son autophosphorylation, puis elle va à son tour phosphoryler 
eIF2α ce qui entraine une baisse de l’initiation de la traduction et de la synthèse protéique. En revanche 
la traduction de l’ARNm du facteur de transcription ATF4 est améliorée dans ces conditions, par un 
mécanisme similaire à celui décrit pour GCN4 : il permet de répondre rapidement à l’UPR en induisant 
l’expression de gènes pour résoudre le stress du RE. L’ARNm possède deux uORF, la deuxième 
chevauchant l’ORF principal. Les uORF-1 et -2 sont traduits en temps normal, inhibant la traduction 
de l’ORF ATF4, mais en cas de stress la moindre disponibilité en complexe ternaire entraine l’initiation 
au codon de l’ORF ATF4111.  
Altération des ARNt par le stress 
Les ARN de transfert sont également la cible de RNAses lors de divers stress cellulaires. Lors de 
l’hypoxie, du stress oxydatif, du choc thermique ou de la privation en nutriment, la ribonucléase ANG 
ou Angiogénine est active et clive entre 1 et 3% des ARNt cytoplasmiques pour générer des ARNti. 
Les 5’ARNti sont fonctionnels et vont perturber la traduction en déplaçant le complexe eIF4F de la 
coiffe, ce qui va conduire à la formation de granules de stress de manière indépendante d’eIF2α54,112,113. 
De façon intéressante, les ARNt ayant subi une 2'O-méthylation de la cytidine C34 de wobble du 
ARNti-Met (CAT) par SNORD97 et SCARNA97 sont protégés du clivage endonucléolytique de 
l'angiogénine dans le cytoplasme114.  
Structure tridimensionnelle  
La première structure tridimensionnelle identifiée pour empêcher l'initiation de la traduction est la 
tige-boucle IRE (pour Iron Responsive Element) présente dans les 40 nucléotides en aval de la coiffe 
des ARNm codant pour la ferritine ou la ferroportine. Lorsque la concentration en fer est basse, cette 
structure IRE est liée par IRP1 ou IRP2 (Iron Regulatory Protein 1/2) qui va empêcher la liaison du 
complexe 43s à l'ARNm pour initier la traduction par encombrement stérique115–117. Des structures 
"hairpin" peuvent également bloquer l'association de la 43s à l'ARNm118. Les pseudo-nœuds sont des 
structures tridimensionnelles de l’ARN, de grande taille, consistant en au moins deux tiges-boucles 
formant une sorte de nœud. Dans le cas de l’interféron γ, cette structure attire la kinase PKR qui 
phosphoryle eIF2  et empêche la traduction de l’ARNm IFNG en une boucle en feedback. Les 
structures G-quadruplex empêchent quant à elle l’initiation de la traduction en prévenant la liaison du 
43S ou en ralentissant le balayage. L'hélicase eIF4A a un rôle primordial dans l'aplanissement des 
structures secondaires du 5'UTR pour faciliter la fixation du ribosome. Enfin, l’ARN peut former une 
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structure avec des ARN non codants issus du même gène comme c’est le cas pour Uchl1. Cet ARN 
non codant possède des séquences répétées qui promeuvent le recrutement des ribosomes119–121122.  
2.3. Initiation de la traduction indépendante de la coiffe 
IRES 
Une structure répondant à l’initiation de la traduction en étant totalement indépendante de la 
traduction coiffe-dépendante est l’IRES ou site d’entrée interne de ribosome (Internal Ribosome Entry 
Site). Les structures IRES sont un moyen de répondre rapidement au stress cellulaire pour initier la 
traduction lorsque le mécanisme d’initiation par la coiffe est bloqué. Les IRES étant le pilier central 
de ma thèse, leur origine, leur fonctionnement, ainsi que les acteurs associés à ce type de traduction 
sont décrits en détails en partie 3.2. 
Epigénétique : modifications m6A, m1A 
La modification des bases entre aussi en compte dans la régulation de la traduction. Les 
modifications les plus abondantes sont les N6 méthyladénosines (m6A). Elle constitue 0,1 à 0,5% des 
modifications de base dans l’ARNm ce qui équivaut à 3-5 bases modifiées par transcrits. La 
distribution de ces bases semble conservée et n’est pas aléatoire : elle se concentre notamment sur les 
5’UTR et à proximité des codons stop123. L’ajout et la suppression de ces marques est dynamique, ce 
qui va de pair avec la réponse au stress par la régulation de l’expression des gènes. Les m6A régulent 
l’expression des gènes à différents niveaux : épissage, rétention, export, dégradation mais aussi au 
niveau de la traduction. Une étude de Meyer et al (2015) a en effet montré grâce à un test de gène 
rapporteur luciférase qu’une seule marque m6A est suffisante pour entrainer une traduction 
indépendante de la coiffe124. Cette traduction impliquerait l’interaction d’eIF3 avec les m6A ; cette 
dernière provoquerait le recrutement du complexe 43S directement sur le 5’UTR de l’ARNm. En 
temps de stress, eiF2 n’étant pas disponible pour recruter le CT, ABCF1 va interagir avec lui pour 
prendre le relais125. Une étude de Wang et al (2015) a montré que le lecteur YTHDF1 promeut le 
recrutement dans les polysomes des ARNm portant les marques m6A aux environs du codon stop, par 
la circularisation de l’ARNm. YTHDF2 en revanche entraine la dégradation des ARNm m6A, et 
l’équilibre entre dégradation et traduction reflète le dynamisme que procure cette forme d’épigénétique 
au cours du développement et du stress126. Les modifications de base m1A sont elles aussi des marques 
qui régulent la traduction et varient en cas de stress et de signaux physiologiques. Enrichis dans les 
5’UTR et près des sites d’initiation de la traduction, les m1A sont corrélées positivement avec 
l’efficacité de la traduction, leur distribution est conservée entre la souris et l’homme 127,128.  
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2.4. Ribosomes spécialisés 
Lorsqu’on étudie la composition des ribosomes et des facteurs associés à la traduction, on se rend 
compte qu’elle comporte une grande hétérogénéité. Selon le tissu, la phase du développement, mais 
aussi les stimuli environnementaux, stress et pathologies, l’appareil de synthèse protéique s’adapte et 
s’agence pour répondre aux besoins spécifiques de traduction. Les ribosomes se spécialisent. Ses 79 
protéines (33 pour la petite et 46 pour la grande sous-unité) varient en composition ainsi qu’en 
modifications post-traductionnelles entre des pools de ribosomes au sein de la même cellule et entre 
différents tissus ; ses quatre ARN ribosomiques (5S, 5,8S, 28S dans la grande sous unité et 18S dans 
la petite) sont modifiés par des méthylation, pseudouridylation, acétylation et ribosylation ou peuvent 
varier dans leur séquence. Les modifications des ARNr ont été observées durant le développement ou 
dans des pathologies. Dans le cancer, la synthèse et les modifications des ribosomes sont altérées en 
réponse avec l'agressivité de la tumeur. La traduction globale n'est pas impactée, mais lorsqu'on 
regarde l'activité de plusieurs IRES et notamment P53, on constate que ce type de traduction est moins 
efficace, et que le contrôle de la fidélité de la traduction est fortement réduit129. De plus, P53 réprime 
l’expression de la méthyl-transférase fibrillarine (FBL). Dans les cellules cancéreuses où P53 est 
inactivée, la surexpression de FBL conduit à la modification des motifs de méthylation des ARNr, à 
l’altération de la fidélité de la traduction et une augmentation de la traduction IRES des gènes associés 
au cancer130. Les ribosomopathies sont nombreuses, telles que l’anémie de Diamond-Blackfan, la 
microcéphalie, des syndromes du spectre autistique. Les facteurs initiateurs de la traduction (eIF3, 
eIF4F) sont eux aussi requis pour la synthèse en protéine de transcrits spécifiques. Des études ont enfin 
montré que les ribosomes spécialisés pouvaient être impliqués dans la traduction IRES-dépendante via 
les protéines eL38 et eS25 du ribosome durant le développement et le stress du RE131,132.  
3.1. Découverte : les IRES viraux 
Les sites d’entrées internes de ribosomes (IRES) sont des structures présentes de façon 
prépondérante dans le 5’UTR des ARNm. Elles permettent une initiation interne du ribosome sans 
passer par la coiffe de l’ARN messager, aussi ce type d’initiation de la traduction est actif lorsque la 
traduction coiffe-dépendante n’est pas possible. C’est notamment le cas lors d’une infection virale. 
Les virus ont besoin de la machinerie de la cellule qu’ils infectent pour se répliquer, aussi ils la 
détournent à leur profit, parfois en bloquant la synthèse protéique des ARNm cellulaires. Les premiers 
IRES ont été découverts chez la famille des picornavirus, dont les ARNm ne sont pas coiffés : le virus 
3. Les IRES et leurs ITAF 
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de l’encéphalomyocardite (EMCV) et le poliovirus plus précisément133. Les informations ci-dessous 
sont également résumées dans ma revue134 (en annexe I).  
IRES de classe I 
 Les IRES ont été divisés en quatre classes. la classe I regroupe les IRES ayant besoin de la plupart 
des facteurs d’initiation à part eIF4E, et un balayage est requis pour assurer l’initiation. Un grand 
nombre des IRES recensés dans la classe I sont retrouvée chez les picornaviridae, des virus non 
enveloppés au génome composé d’un petit ARN simple brin plus. Le poliovirus par exemple code pour 
une protéase, 2A, qui va cliver eIF4G. Ce dernier perd ainsi son site de liaison à eIF4E mais conserve 
l’interaction eIF4A/eIF3. Le virus inhibe ainsi sélectivement la traduction coiffe-dépendante. Le 
ribosome est recruté par entrée interne au niveau d’un codon AUG qui n’est pas utilisé comme codon 
initiateur. Le ribosome une fois recruté balaye l’ARN pour commencer la traduction à un codon AUG 
situé environ entre 30-150 nucléotides en aval 135–139.  
IRES de classe II 
Pour la classe II en revanche le balayage n’est pas utilisé, l’initiation commence directement au 
codon initiateur au niveau duquel le ribosome est recruté. Les IRES viraux les plus étudiés de cette 
classe sont les IRES EMCV et FMDV (foot and mouth disease virus) ; ils partagent une topologie 
similaire bien que la séquence nucléotidique ne soit pas la même (ce qui est souvent le cas pour les 
IRES). FMDV clive eIF4G, a contrario EMCV induit 4EBP140,141. 
IRES de classe III 
La classe III regroupe des IRES aux structures secondaires et tertiaires plus évoluées telles que des 
pseudo-nœuds et ne requérant que 3 facteurs d’initiation : eIF2, eIF3 et eIF5. Elle est centrée autour 
de l’IRES du virus du HCV (hepatitis C virus), un IRES hautement structuré en quatre domaines. De 
par sa grande taille l’IRES entoure le codon d’initiation133.  
IRES de classe IV 
Enfin la classe IV rassemble les IRES les plus sophistiqués : une structure compacte ne requérant 
pas de facteur d’initiation. Elle est composée des IRES des virus de la famille des dicistroviridae qui 
possèdent deux ORF dans leur ARN. Ce sont de très petits IRES, moins de 200 nucléotides. Ils n’ont 
ni besoin de codon initiateur, ni d’eIF, ni de complexe ARNti-Met, seulement de la petite et de la 
grande sous-unité du ribosome. Le domaine 3 de l’IRES du IAPV (Israel acute paralysis virus) par 
exemple va même mimer l’ARNt pour sélectionner le cadre de lecture à traduire142.  
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Certains virus comptent deux IRES n’appartenant pas forcément à la même classe et donc avec des 
modes d’initiation différents. Un des exemple les plus connu est le virus du VIH-1, qui en outre arbore 
plusieurs type d’initiation de la traduction différentes : l’initiation coiffe-dépendante, le saut des 
ribosomes (la capacité qu’on certain virus à esquiver le 5’UTR de l’ARNm pour se lier directement au 
codon initiateur), et les IRES143.  
3.2. Les IRES cellulaires 
Découverte 
De par le fait qu’il sont coiffés, on a tout d’abord pensé que les ARNm ne faisaient pas l’objet 
d’une traduction IRES-dépendante. Cependant en 1991 le premier IRES cellulaire a été décrit dans 
l’ARNm de la BiP (Immunoglobulin heavy-chain binding protein, ou GRP78), une protéine 
chaperonne induite par le stress144. Quelle est la pertinence de la présence d’IRES dans un ARNm 
coiffé ? Tout simplement pour autoriser la traduction lorsque le mécanisme d’initiation coiffe-
dépendante est bloqué. C’est le cas lors de la mitose (phase G2→M du cycle cellulaire), l’apoptose, 
ainsi que lors de différents stress cellulaires. D’autres IRES cellulaires ont ensuite été trouvés en 
suivant, dans des facteurs de transcription homéobox (HOX) comme antennapedia, ainsi que dans les 
ARNm du protoncogènes c-myc et de plusieurs facteurs de croissance (lymph)angiogéniques des 
familles FGF (fibroblast growth factor) et VEGF (vascular endothelial growth factor) 145–149. 
Globalement des IRES se retrouvent dans les gènes de réponse au stress, de maintenance, de survie : 
les transporteurs, récepteurs et canaux arrivent en tête devant les suppresseurs de tumeur, puis les 
facteurs de croissance et les gènes liés à l’apoptose, enfin les protéines du cytosquelette, les oncogènes, 
protéines liées aux ARN, etc150.  
Position et structure des IRES cellulaires 
Une étude de Weingarten-Gabbay et al (2016) a montré que l’initiation IRES-dépendante serait en 
fait plus courante que précédemment imaginée : une étude systématique avec un rapporteur 
bicistronique leur a permis de quantifier la traduction coiffe-indépendante du génome humain et de 
génomes viraux. Près de 10% des gènes humains possèderaient des transcrits permettant une traduction 
coiffe-indépendante grâce à des éléments présents dans leur 5’UTR. De façon surprenante des éléments 
présents dans le 3’UTR et dans certains ORF sont également capables de promouvoir une traduction 
coiffe-indépendante. Les auteurs font en outre le parallèle entre ces résultats et le fait que certains 
ARNm viraux de plante contenant leur IRES en 3’UTR sont circularisés, ce qui place le scanning du 
ribosome près de l’IRES; or les IRES cellulaires sont eux aussi circularisé grâce à l’interaction PABP1-
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eIF4G151. Leur étude révèle de plus qu’il existerait deux type d’IRES : des IRES globaux et locaux, 
identifiés par des mutations ponctuelles. La structure de ces deux type d’IRES diffère : davantage 
conservée pour les IRES globaux, elle serait plus flexible pour les IRES locaux. 
 Il est cependant difficile d’identifier des IRES à partir d’une analyse bio-informatique basée sur 
des séquences ou des prédictions de structure. En effet les 5’UTR contenant un IRES ont le même 
pourcentage de GC, la même longueur et le même nombre de codons AUG en amont du codon 
initiateur que la moyenne des 5’UTR du transcriptome humain. Pour prédire une structure, les 
algorithmes se basent sur la séquence primaire. Paradoxalement, la structure d’un IRES peut être 
préservée indépendamment de la séquence. Pourtant les RBP se lient à des motifs bien précis, souvent 
conservés, aussi pour prédire la présence d’un IRES, les algorithmes ont été conçu pour identifier à la 
fois une structure et de petits motifs de potentielle liaisons protéiques. À ce jour les algorithmes de 
prédiction de structure IRES ne sont pas satisfaisants. Une structure prédite in silico doit être vérifiée 
in vitro par des techniques biochimiques ou d’imagerie. Pour l’étude des IRES, la NMR et la 
cristallographie à rayon X sont limitées car d’une part le spectre des 4 nucléotides se confond, et d’autre 
part les ARN forment difficilement des cristaux, dont la pureté n’est pas suffisante ou la diffraction est 
trop faible 152,153. La meilleure façon d’étudier leur structure serait de le faire in vivo avec les protéines 
se liant à l’IRES (ITAF). Les méthodes enzymatiques sont donc plus adaptées, tel que le SHAPE : 
(pour Selective 2′-hydroxyl acylation analyzed by primer extension). Cette méthode est basée sur des 
modifications enzymatiques du squelette de l’ARN des bases flexibles. Plusieurs structure d’IRES 
viraux ou cellulaires ont été résolues en employant le SHAPE145,147,154. Les analyses des données 
admettent différentes structures pour un IRES. Cependant le SHAPE permet de déterminer la structure 
au niveau des nucléotides et plus difficilement une structure secondaire entière, elle doit donc être 
croisée avec différents résultats d’expériences, notamment des analyses phylogénétiques155. 
Finalement, si on les compare aux IRES viraux, les IRES cellulaires sont pour certains moins 
structurés, mais plusieurs d’entre eux ont quand même besoin de conserver une structure globale pour 
exhiber une activité maximale134,153,156.  
Méthodes d’étude des IRES et contrôles  
 Les méthodes d’études des IRES ont été résumées admirablement dans une revue de Sunnie 
Thomson (2012)157. Comme mentionné ci-dessus, la prédiction bio-informatique des IRES étant 
encore impossible, la seule façon de démontrer leur présence est expérimentale. Les indices pouvant 
conduire à leur présence sont (a) un long 5’UTR contenant plusieurs codons initiateurs non utilisés, ce 
qui peut aussi indiquer la présence d’uORF ; (b) un 5’UTR long et/ou structuré ; (c) une protéine 
s’exprimant en condition de stress quand la traduction coiffe-dépendante est diminuée, alors que la 
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quantité de transcrit ne varie pas. À ce jour la principale méthode d’identification et d’étude des IRES 
est l’utilisation d’un rapporteur bicistronique, assorti de plusieurs contrôles. Il est nécessaire de cloner 
la séquence dont on veut tester l’activité entre deux gènes rapporteurs tels que la luciférase, ou la β-
galactosidase dont l’activité est facile à mesurer. Le principe du test est que le premier cistron est 
exprimé de manière coiffe-dépendante et reflète l’activité du promoteur, tandis que la traduction du 
second cistron est dépendante de l’IRES. Le rapport d’activité entre les deux cistron permet de mesurer 
l’activité IRES. Mon laboratoire d’accueil a mis en place le vecteur bicistronique « Lucky-Luke » 
exprimant la luciférase Renilla (Luc R) en premier cistron et la luciférase Firefly (Luc F) en deuxième 
cistron. Le ratio de luminescence Firefly/Renilla est le reflet de l’activité IRES, sous réserve qu’il n’y 
ait pas de promoteur ou de site d’épissage cryptique dans la séquence insérée. Les sites donneurs 
potentiels d’épissage présents dans la séquence de la LucR ont été mutés pour empêcher un épissage 
cryptique. Il est également important d’effectuer un contrôle du bruit de fond avec un rapporteur 
bicistronique vide, sans structure IRES potentielle mais avec une séquence pouvant prévenir la 
réinitiation sur le deuxième cistron, généralement une structure en tige et boucle empêchant la 
progression du ribosome. Il faut penser à inclure une partie du début de la séquence codante, comme 
vu en amont les structure IRES contiennent parfois des domaines qui s’étendent après le codon 
d’initiation. Un autre test, moins utilisé, est l’ARN circulaire : étant donné que celui-ci ne possède pas 
de coiffe, la traduction se fera forcément de manière coiffe-indépendante. 158. Enfin, il est possible 
d’introduire une structure tige-boucle en 5’ de la séquence à tester suivi du gène rapporteur. La tige-
boucle bloquera la traduction coiffe-dépendante et en théorie, la traduction due à l’IRES seulement est 
détectée144.  
Il est déterminant d’assortir à ces méthodes de détection des contrôles car il est facile d’assigner 
faussement une activité IRES à une séquence. Un des premier contrôle à effectuer est la présence d’un 
éventuel promoteur cryptique dans la séquence à tester, qui génèrerait un ARN monocistronique à la 
traduction coiffe-dépendante en plus de l’ARN bicistronique. Cela peut être fait par RT-PCR en 
mesurant l’expression d’un cistron par rapport à un autre, expression qui doit être égale ; un northern 
blot avec une sonde ciblant le deuxième cistron est aussi une solution. Enfin, un siARN contre le 
premier cistron montrera si le transcrit est en un seul bloc ou si deux transcrits ont été générés. Ce 
contrôle peut aussi montrer qu’il existe des sites d’épissages cryptiques, un saut de ribosome ou encore 
une fuite du ribosome. L’ajout d’une tige-boucle en 5’ devrait permettre de mettre en lumière de tels 
mécanismes.  
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Application biotechnologique des IRES à l’expression combinée de plusieurs gènes d’intérêt. 
En biotechnologie, les IRES peuvent être utilisés pour construire des vecteurs de transfert de gène, 
permettant la traduction de plusieurs protéines à partir d’un seul ARNm, sous contrôle d’un seul 
promoteur. Cela permet d’éviter les phénomènes d’extinction génique liés à la compétition entre 
plusieurs promoteurs, notamment si l’un des gènes exprimés est toxique et fait l’objet d’une contre-
sélection. Ces vecteurs dits « multicistroniques » offrent des perspectives prometteuses pour la 
thérapie génique combinée, afin de délivrer plusieurs molécules agissant en synergie ou ayant des 
fonctions complémentaires pour une plus grande efficacité thérapeutique159. C’est ce qui a été 
démontré avec un plasmide bicistronique contenant les gènes angiogéniques FGF2 et Cyr61, dans le 
traitement de l’ischémie des membres inférieurs chez la souris. Un lentivecteur tricistronique contenant 
les trois gènes thérapeutiques apeline, FGF2 et SERCA2a (Sarco-Endoplasmic reticulum Ca2+ 
ATPase) séparés par l’IRES du FGF1 a récemment été validé dans un modèle murin pour la thérapie 
génique de l’ischémie cardiaque160,161.  
Les IRES dans les processus physiologiques 
Les IRES cellulaires arborent une tissu-spécificité bien plus forte que certains IRES viraux. C’est 
notamment le cas de l’IRES du FGF2 : in vivo chez la souris cet IRES a une activité inexistante dans 
la plupart des tissus excepté le cerveau et les testicules162. FGF2 est en effet induit durant la 
spermatogenèse et la formation des réseaux synaptiques grâce à son IRES163,164. L’activité IRES du 
FGF1 est particulièrement forte dans le muscle strié, ce qui peut expliquer l’effet de ce facteur de 
croissance lors de la régénération des muscles et la différenciation des myoblastes en myocytes165. Les 
IRES sont également impliqués au cours du développement. Une étude de Shifen Xue et al (2015) a 
démontré l’existence d’IRES contrôlant de manière coordonnée la traduction de quatre des onze 
ARNm des gènes HOX, la famille de facteurs de transcription à homéodomaines. Ceux-ci sont régulés 
par la protéine ribosomique Rpl38. L’IRES Hoxa9 est de plus conservé au cours de l’évolution chez 
tous les vertébrés. De façon intéressante, les auteurs ont réalisé un KO (knockout) murin de l’IRES 
minimum Hoxa9. Ce KO arbore un phénotype équivalent aux souris invalidées pour Hoxa9 complet, 
qui est une disparition des cotes sur la vertèbre T13131.  
Durant la mitose, la phosphorylation de 4EBP-1 augmente, entrainant la diminution de la traduction 
coiffe-dépendante. Plusieurs ARNm sont tout de même associés aux ribosomes au cours de la mitose, 
et ceux-ci portent des IRES : c’est le cas de Cyr61, hnRNPA/B, vimentin, ODC166. On retrouve le 
même cas de figure durant l’apoptose, avec la phosphorylation de 4EBP1 au départ suivi du clivage 
d’eIF. Plusieurs IRES sont activés dans ce cas, comme la cycline T1, ZnF217, CYP1B1...167.  
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Les IRES lors de stress et de pathologies 
La traduction coiffe-indépendante intervient particulièrement lors du stress. Durant l’hypoxie, il y a un 
switch qui se produit pour économiser l’énergie : la transcription de la plupart des ARNm est bloquée 
pour favoriser celle des gènes cibles de HIF1 comme expliqué en I, mais il y a également une transition 
de la traduction coiffe-dépendante vers la traduction coiffe-indépendante. PERK va phosphoryler 
eIF2α, dans le même temps mTORC1 est inactivé et 4EBP-1 séquestre eIF4E. Aussi les ARNm portant 
des structures IRES sont priorisés. Le cancer est une pathologie favorisant la traduction coiffe-
indépendante car le centre de la tumeur se retrouve en hypoxie dû à l’absence de vascularisation. En 
réponse à ce stress la tumeur va promouvoir la synthèse de facteurs de croissance pour développer des 
vaisseaux sanguins et lymphatiques pour permettre son développement et sa dissémination 
métastatique. Dans les cellule cancéreuses, les IRES des facteurs de croissance des fibroblastes FGF1, 
Figure 9. Régulation de l’expression des facteurs de croissance (lymph)angiogéniques durant 
l’hypoxie. Adapté de ma revue en annexe : « IRES Trans-Acting Factors, Key Actors of the Stress 
Response ». Int J Mol Sci. 2019 Feb; 20(4): 924. 
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FGF2 et FGF9, mais aussi le VEGFA, VEGFC ainsi que le proto-oncogène c-myc, et le récepteur de 
croissance insuline-like IGF1R sont en effet activés147,150,168–170 (Cf. figure 9 issue de ma revue). Le 
gardien du génome p53 est lui aussi impliqué dans la traduction IRES dans le  
cancer : il régule le niveau d’expression de FBL (fibrillarine ARNr méthyltransférase) ce qui conduit 
à une altération des méthylations de l’ARNr et génère des ribosomes « cancéreux » recrutant 
préférentiellement des ARNm à IRES130. L’hypoxie est aussi présente dans les pathologies 
cardiovasculaires telles que l’ischémie du membre inférieur et l’ischémie cardiaque, au cours 
desquelles l’IRES FGF1 est activé 160 (Cf. figure 9 issue de ma revue). Une partie de ma thèse se 
concentre sur l’activité IRES dans l’ischémie cardiaque et sera décrite plus en détail en partie III de 
cette introduction et dans le chapitre I de mes résultats. Lors du stress du réticulum endoplasmique, 
trois voies de signalisation répondent au stress : IRE1a (Inositol Requiring Enzyme 1a), la protéine 
kinase PERK et le facteur de transcription ATF6. Ces trois protéines sont liées à la BiP qui, comme 
décrit plus haut, est libérée lors du mauvais repliement des protéines du réticulum endoplasmique, 
entrainant une cascade de réponse transcriptionnelle et traductionnelle. P53, c-myc, N-myc, L-myc, 
APAF-1, BAG-1, XIAP, sont quelques-uns des nombreux gènes induits au niveau de la traduction par 
le mécanisme IRES-dépendant lors du stress du RE134. Le choc thermique, le choc osmotique, les 
irradiations UV, le dommage à l’ADN sont autant de stress conduisant à l’activation des IRES. Une 
question qui reste ouverte cependant est la façon dont l’initiation IRES-dépendante peut avoir lieu dans 
ces états de stress. En effet eIF2α est phosphorylé et ne peut jouer son rôle dans la formation du 
complexe ternaire. eIF5B a été proposé en tant que remplaçant pour délivrer directement l’ARNti-Met 
dans le site P du ribosome171,172.  
Enfin, la traduction IRES en cas de stress peut avoir lieu pour les ARN circulaires. Ceux-ci ne 
possédant pas de coiffe, la traduction coiffe-indépendante est évidente. Longtemps considérés comme 
des transcrits parasites, des études suggèrent qu’ils sont impliqués en tant que régulateurs de 
l’expression génique à différents niveaux comme expliqué plus haut. Plusieurs études indiquent 
également que ces circARN sont en fait des ARNm, traduits par le mécanisme IRES- ou m6A-
dépendant. Ces dernières années, sept ARN circulaires ont été décrit comme traduits70.  
3.3. Les ITAF 
Définition d’un ITAF 
La tissu-spécificité des IRES ainsi que leur régulation fine durant le stress correspondent à la 
nécessité pour la cellule de s’adapter à des changements métaboliques par une réponse rapide, sans 
passer par une phase de transcription. Aussi, en plus des facteurs d’initiation de la traduction, il existe 
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des acteurs incontournables de la traduction IRES-dépendante qui régulent l’activité des IRES : les 
ITAF (IRES trans-acting factors), ou facteurs transactivateurs des IRES. À ce jour, environ cinquante 
protéines et un ARN non codant ont été identifiés en tant qu’ITAF d’IRES d’ARNm cellulaires. Les 
ITAF peuvent être aussi bien des acteurs activateurs qu’inhibiteurs. On peut donc définir un ITAF 
comme un facteur moléculaire agissant en trans pour moduler l’activité d’un IRES, de façon directe 
en se liant à l’ARN, ou dans un complexe d’interaction avec l’IRES appelé l’IRESome.  
Catégories d’ITAF 
Dans ma revue, un tour d’horizon des ITAF identifiés est dressé en les classant par catégories selon 
leur localisation et leur type134. Une grande majorité d’ITAF appartient à la famille des hnRNP, 
protéines connues pour faire la navette entre le noyau et le cytoplasme, mais d’autres protéines 
habituellement nucléaires ont été également classées dans cette catégorie (classe I). Les hnRNP sont 
des protéines impliquées dans l’épissage et l’export des ARN. Certaines d’entre elles (hnRNPA1, M, 
K, R) sont en outre présentes dans un corps nucléaire, le paraspeckle, qui apparait lors de stress ou de 
certains processus physiologiques. hnRNPK, ITAF de l’IRES cmyc est d’ailleurs une protéine 
essentielle des paraspeckles car sa déplétion mène à la disparition du corps nucléaire. p54nrb, assortie 
de PSF/SFPQ, sont d’autres ITAF de cette catégorie régulant plusieurs IRES (c, n, l-myc pour les deux, 
APAF-1, FGF1 et P53, BAG-1, LEF1 respectivement). Elles sont elles aussi des composants du 
paraspeckle. Le paraspeckle serait-il impliqué indirectement dans la traduction IRES-dépendante ? 
Cette question fait l’objet de recherche discutées dans le 2e chapitre de ma thèse. Le paraspeckle et 
l’ARN non-codant qui le structure sont en outre présentés en détail dans la partie II de cette 
introduction. Enfin, PTB (Polypyrimidine-tract binding protein) est non seulement répertoriée comme 
un ITAF de plusieurs IRES viraux dont celui de EMCV173, mais également de 15 IRES cellulaires. Les 
ITAF des différentes catégories sont présentés dans le tableau de ma revue134 en annexe I. 
 Une deuxième catégorie regroupe les protéines cytoplasmiques, la plupart étant des protéines 
ribosomiques ou associées aux ribosomes, mais pas exclusivement : certaines ont été répertoriées en 
tant qu’ITAF alors qu’aucune interaction avec la machinerie de traduction n’a été mise en lumière à 
ce jour. Parmi les facteurs d’initiation, on retrouve eIF3, eIF41, eIF4GI et eIF5G, tous régulant des 
IRES activés par l’apoptose ou l’hypoxie dans un contexte cancéreux. eL38 (ou RPL38) est également 
classée dans cette catégorie comme régulateur d’IRES des gènes Hox131. Plusieurs ITAF de cette 
famille régulent à la fois les IRES cellulaires et viraux, ce qui signifie qu’un ITAF fonctionne pour les 
deux type d’IRES suivant le même mécanisme, ou encore qu’un ITAF travaille de manière différente 
selon l’IRES. Les IRES cellulaires étant tissu-spécifiques, on peut supposer que cette spécificité 
provient du profil d’expression des ITAF.  
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Certains des ITAF de cette catégorie, tout comme ceux de la catégorie I, peuvent être activateurs 
ou inhibiteurs selon le contexte. C’est par exemple le cas de Rack1, ITAF de l’IRES d’IGF1R. La 
traduction de P53 est aussi contrôlée par deux IRES générant la forme pleine ou la forme ΔN-P53. Ces 
IRES sont régulés par de très nombreux ITAF des deux catégories qui, suivant le contexte, sont 
activateurs ou inhibiteurs. A l’état basal, l’IRES est inactivé par la nucléoline et PDCD4, alors que 
TCP80 et l’ARN hélicase A sont liés à l’IRES mais sous une conformation empêchant son activation. 
Lors de stress, la liaison devient plus forte et plusieurs ITAF positifs sont recrutés, notamment RPL26 
de la catégorie II et hnRNPQ de la I. On comprend bien ici qu’un IRES va en général être régulé par 
un ensemble d’ITAF formant un complexe dynamique qui varie en composition en fonction du stress 
et de son intensité. Cela permet de moduler finement la réponse traductionnelle.  
La dernière catégorie d’ITAF ne répertorie qu’un seul long ARN non-codant, TRMP, ITAF 
inhibiteur agissant sur l’IRES de p27kip. De façon intéressante, TRMP est régulé par P53, dont l’IRES 
est contrôlé par de nombreux ITAF comme décrit ci-dessus. TRMP est le seul ARN non-codant 
identifié à ce jour régulant l’activité IRES, mais sa découverte étant récente on peut supposer que 
d’autres seront identifiés : les ARN non-codants sont des acteurs privilégiés de ce type de traduction 
car ils sont nombreux à servir de plateforme d’assemblage de RBP. C’est notamment le cas du long 
ARN non-codant Neat1, squelette du corps nucléaire paraspeckle, dont je parlerai plus en détail dans 
la partie II. Serait-il impliqué dans la traduction IRES-dépendante ? 
Identification des ITAF 
Un moyen de trouver des ITAF est d’identifier les protéines en interaction avec l’IRES, avec ou 
sans stress. Une méthode mise au point par l’équipe est la résonnance plasmonique de surface couplée 
à la spectrométrie de masse : un ARN biotinylé portant l’IRES est transcrit in vitro, puis immobilisé 
sur un capteur à l’aide de streptavidine174. Des extraits de cellules soumises ou non à un stress sont 
ensuite passés et l’affinité de la liaison protéique est mesurée. Les protéines fixées à l’IRES sont 
subséquemment identifiées par spectrométrie de masse. Cette seule manipulation ne suffit pas à 
attribuer un rôle d’ITAF aux protéines liées, une expérience fonctionnelle est requise : par déplétion 
ou surexpression de la protéine candidate, l’activité IRES est étudiée grâce à un rapporteur 
bicistronique décrit en 3.2. Il est toujours intéressant de vérifier que la protéine endogène est déplétée 
lorsqu’on réalise l’extinction de l’ITAF candidat. Une autre possibilité pour reconstituer l’IRESome 
est d’effectuer une traduction in vitro : avec les facteurs de traduction purifiés, en ajoutant un à un les 
différents composants, on peut déterminer les protéines requises pour une traduction minimum175. 
 
 
53 Introduction – Partie I : Régulation de l’expression génique par le stress 
Mécanisme d’action des ITAF 
Etant donné que les ITAF ont d’autres rôles en dehors de leur implication dans la traduction IRES-
dépendante, la question qui se pose est : comment sont-ils redirigés vers la fonction traductionnelle ? 
Premièrement, la localisation intracellulaire de la protéine semble déterminante. L’ITAF nucléoline 
est par exemple transloqué du noyau dans le cytoplasme lors du choc thermique pour promouvoir la 
traduction IRES du VEGFD145. C’est également le cas de hnRNPA1, PTB et PCBP1, relocalisés dans 
le cytoplasme en condition de stress176–179. Deuxièmement, les modifications post-traductionnelles des 
ITAF rentrent également en ligne de compte pour leur bon fonctionnement. La phosphorylation de 
 
Figure 10. Différents mécanismes de contrôle de la traduction IRES-dépendante par les ITAF. 
Adapté de ma revue en annexe : « IRES Trans-Acting Factors, Key Actors of the Stress Response ». 
Int J Mol Sci. 2019 Feb; 20(4): 924. 
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hnRNPA1 par AKP entraine son inactivation et donc celle de l’IRES de cycline D1. À l’inverse 
hnRNPA1 non-phosphorylé est un ITAF activateur. L’ITAF DAP5, dans un contexte d’apoptose quant 
à lui, est clivé (p86) pour promouvoir la traduction d’ARNm impliqués dans la mort cellulaire, y 
compris son propre ARN portant un IRES180,181. Par quel mécanisme un ITAF est-il capable d’activer 
ou d’inhiber la traduction coiffe-dépendante ? Neuf types de fonctionnements ont été décrits dans ma 
revue102.  
Le premier mode d’action des ITAF est le rôle de chaperonne, mécanisme décrit initialement pour 
les protéines PTB et Unr qui, en se liant à l’IRES APAF1, génèrent un changement de conformation 
de l’ARN qui permet le recrutement du ribosome : c’est Unr qui interagit tout d’abord avec deux tiges-
boucles de l’IRES, et rend accessible le site de liaison de PTB182. D’autres hnRNP agissent 
probablement selon ce type de mécanisme en combinaison avec d’autres protéines (Cf. figure 10A).  
Le 2e mécanisme décrit est une liaison compétitive. Certains ITAF partagent des sites de liaison et 
entrent donc en compétition pour se lier à l’IRES, par exemple HuR et hnRNPC pour l’IRES IGF1R, 
l’un pour inhiber et l’autre pour activer l’IRES183. L’ARN non-codant TRMP empêche la liaison de 
PTB à l’IRES p27kip, inhibant ainsi l’activité de l’IRES184 (Cf. figure 10B).  
Un troisième mécanisme décrit est celui de la translocation nucléocytoplasmique. Certains IRES 
ont besoin d’un évènement nucléaire pour fonctionner alors que la plupart des IRES viraux n’en ont 
pas besoin. En effet la transfection de transcrits bicistroniques produits in vitro de cmyc et FGF1 ne 
démontre aucune activité IRES, alors que la transfection d’ADN qui nécessite un passage dans le noyau 
active ces IRES, contrairement aux IRES viraux EMCV et HRV (Human Rhinovirus) pour qui 
l’évènement nucléaire n’est pas requis174,185,186 (Cf. figure 10C).  
Le quatrième mécanisme découle du troisième : l’ITAF serait préassemblé à l’IRES dans le noyau 
avant son export dans le cytoplasme et ce dès la transcription. C’est le cas de l’IRES du FGF1 lié par 
p54nrb et hnRNPM qui se localise d’abord au promoteur de FGF1 pour stimuler sa transcription174. Un 
tel recrutement permettrait de stabiliser l’IRES très tôt dans le processus de maturation de l’ARNm. 
D’ailleurs de nombreuses hnRNP se lient aux ARN en cours d’épissage187 (Cf. figure 10D).  
Le cinquième mécanisme décrit les IRES dont les ITAF encouragent ou inhibent l’interaction avec 
des facteurs initiateurs de la traduction. Un exemple frappant est l’interaction de PDCD4 avec eIF4A 
démontrée par cristallographie. Cette interaction inhibe l’activité hélicase de eIF4A et par là même de 
plusieurs IRES (Cf tableau revue en annexe134). RBM4 à l’inverse interagit avec eIF4A en cas de 
stress ce qui conduit à l’activation de l’IRES188–190 (Cf. figure 10E). 
Un ITAF peut également agir sur la phosphorylation de 4EPB1 comme c’est le cas de PINK1191. 
Durant l’apoptose, eIF4GI et DAP5, un autre membre de la famille eIF4G, sont clivés. Mais les 
fragments protéolytiques générés sont toujours actifs et vont promouvoir l’activation des IRES des 
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ARNm apoptotiques DAP5 et APAF1192. Ce sixième mécanisme d’action révèle que les facteurs 
d’initiation de la traduction eux-mêmes peuvent être impliqués en tant qu’ITAF. eIF4GI est aussi un 
ITAF des IRES HIF1α et VEGFC en hypoxie. De même, eIF3 se fixe directement sur l’IRES de XIAP 
proche du codon initiateur et son interaction avec PABP circularise l’ARN et promeut le recrutement 
des ribosomes193. Enfin eIF5B prend le relai de eIF2  lorsque celui-ci est phosphorylé pour stabiliser 
la liaison de l’ARNt au ribosome, comme montré pour l’IRES de XIAP172 (Cf. figure 10F). 
 Le septième mécanisme implique les granules de stress et les p-bodies. PTB, G3BP1, hnRNPA1, 
Gemin5 sont autant d’ITAF localisés dans les granules de stress ou les p-bodies et qui sont retenus en 
cas de stress. Leur translocation dans le cytoplasme permet l’inhibition ou l’induction de leur IRES 
respectifs (Cf. figure 10G). 
Le huitième mécanisme concerne les protéines associées aux ribosomes. RACK1, protéine 
ribosomiquee, et Reaper, déclencheur de l’apoptose, en font partie : elles interagissent avec la sous-
unité 40S du ribosome pour promouvoir la traduction d’IRES viraux (HCV, CrPV). Gemin5 est 
également une protéine ribosomique qui bloque la traduction globale en se liant à des protéines de la 
60S194–197 (Cf. figure 10H).  
Enfin le neuvième mécanisme regroupe les protéines ribosomiques elles-mêmes, dans un mode 
d’action qui peut faire penser à celui des ribosomes spécialisés. C’est le cas de Rps25, Rpl38 et Rpl10A 
(eL25 et eL38, uL1) qui, en interagissant directement avec l’IRES, provoquent le recrutement du 
ribosome131,198,199(Cf. figure 10I).  
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I. Apparition et assemblage du paraspeckle  
 
Le noyau comporte l’ADN organisé en territoires chromosomiques. Cependant l’espace 
interchromatinien contient des structures précises dépourvues de membranes qui sont distinguables en 
microscopie : les corps nucléaires. Ces structures sont primordiales pour le bon fonctionnement de la 
cellule. Hautement dynamiques, elles s’assemblent et se désassemblent en réponse à des stimuli 
métaboliques et extracellulaires. Les protéines nucléaires diffusent rapidement entre les différents 
compartiments et le noyau lui-même change de structure en fonction du cycle cellulaire200–203. À ce 
jour les corps nucléaires identifiés sont : les corps de cajal, les corps PML (promyelocytic leukemia), 
les nucléoles, les speckles nucléaires, les corps polycomb et les paraspeckles. Ces différents corps 
nucléaires sont étudiés depuis de nombreuses années pour identifier leur structure et leurs fonctions. 
Les nucléoles sont le site de la transcription de l’ARN ribosomique et de l’assemblage des pré-
ribosomes ; les speckles servent de site d’épissage, de stockage et de modification des facteurs 
d’épissage ; les corps de Cajal participent à l’assemblage des snRNP ; les corps PML sont impliqués 
dans de nombreux processus comprenant la réparation de l’ADN, l’apoptose, le contrôle de la 
transcription via la séquestration, la modification ou la dégradation des facteurs de transcription ; les 
complexes polycomb répriment la transcription des gènes en jouant sur l’extinction épigénétique ; 
enfin, les paraspeckles sont des corps qui se forment lors de la différenciation cellulaire et en cas de 
stress, et qui sont impliqués dans la régulation de l’expression génique par la rétention nucléaire 
d’ARNm édités et de facteurs de transcription204. Ces derniers nous intéressent tout particulièrement et 
nous allons décrire en détail leur découverte, leurs composition et formation ainsi que le rôle qui leur 
a été attribué. 
Les paraspeckles ont été identifiés pour la première fois par Archa Fox et son équipe en 2002. À 
l’époque, un criblage à grande échelle des protéines du nucléole a permis l’identification de quatre-
vingts nouvelles protéines, dont PSP1 ou PSPC1 pour paraspeckle protein 1. Ces auteurs se sont 
intéressés à cette protéine isolée de nucléoles de cellules humaines lorsque celles-ci était traitées à 
l’actinomycine D, un inhibiteur de la transcription. PSPC1 contient deux domaines de liaison à l’ARN 
(RRM) ressemblant fortement à ceux de la protéine p54nrb, protéine-clé du paraspeckle également 
identifiée comme ITAF et facteur de transcription du gène FGF1 comme décrit dans la partie I. Lors 
d’un double marquage PSPC1/nucléole, l’équipe d’Archa Fox a remarqué que cette protéine, de façon 
surprenante, ne se localise pas dans le nucléole, mais dans une dizaine de foci distincts au sein du 
1. Découverte des paraspeckles  
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nucléoplasme. Ces foci ne correspondant à aucun autre corps nucléaire décrit, ils en ont déduit qu’il 
s’agissait d’un nouveau corps nucléaire. Ce corps nucléaire se localise à proximité des speckles et 
présente un aspect similaire. Aussi, Fox et al l’ont nommé paraspeckle205. Après traitement à 
l’actinomycine D, ils ont noté que PSP1 se relocalisait près des nucléoles, de la même façon que p54nrb 
qui a été à ce moment identifiée comme un composant du paraspeckle. 
2.1. Le long ARN non-codant Neat1, squelette du paraspeckle  
 Identification 
Le composant principal des paraspeckle a pour la première fois été identifié en 2007 par Hutchinson 
et al, cinq ans après la découverte de ces corps nucléaires. À la recherche d’ARN non-codant 
polyadélylés et enrichis dans le noyau grâce à une puce, seulement trois ARN ont été identifiés : le 
bien connu XIST, ainsi que deux autres ARN non-codants qu’ils nommèrent Neat1 et Neat2, pour 
Nuclear Enriched Abundant Transcript. NEAT2 est également connu sous le nom de MALAT1. Les 
deux Neat, conservés chez l’homme et la souris, proviennent du même locus génomique 11q13.1 : 
leurs gènes sont distant de seulement 60 kb. Cependant Neat1 et Neat2 n’ont pas de séquences 
homologues. Neat1 a été identifié comme un transcrit de 3,7 kb, non épissé et polyadénylé. De plus, 
un transcrit de grande taille, de plus de 17 kb, a été visualisé par Northern blot. Sa partie 5’ est 
commune avec le petit transcrit Neat1. Neat1 est exprimé dans la plupart des tissus avec une 
prédominance dans le colon, le pancréas, la prostate et les ovaires, mais il est conservé seulement chez 
les mammifères. Enfin, des expériences de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), ont permis de 
localiser Neat1 dans des foci nucléaires, dénombrés entre 10 et 20 par noyau, plus nombreux chez 
l’homme que chez la souris mais de plus petite taille : de 0,5 à 1 μm de diamètre en moyenne206. 
Clemson et al (de l’équipe d’Archa Fox) ainsi que Sunwoo et al ont ensuite démontré l’association de 
Neat1 aux paraspeckles : Neat1 se superpose parfaitement aux marqueurs des paraspeckles PSPC1 et 
p54nrb207. De plus les paraspeckles disparaissent suite à l’extinction de Neat1 : cet ARN non-codant est 
donc essentiel pour leur formation. Le transcrit de grande taille évoqué par Hutchison en 2007 a été 
identifié par Sunwoo et al comme une deuxième isoforme issue du gène Neat1 aussi appelé Men 
(Multiple Endocrine Neoplasia). Ce deuxième transcrit d’une taille de 23 kb, possède une queue 
poly(A) et est exprimé durant la différenciation des myoblastes en myotubes. Les auteurs ont nommé 
le petit transcrit Men ε et le grand transcrit Men β, mais ils sont maintenant plus souvent appelés 
Neat1_1 et Neat1_2 208.  
2. composition  
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Transcription de Neat1_1 et Neat1_2 
Depuis la découverte de Neat1 en 2007, on en sait bien davantage sur sa transcription et sa 
maturation. Neat1, situé dans le locus 11q13.1 chez l’homme, est transcrit par la polymérase II. Le 
gène ne contient pas d’intron, ses transcrits ne sont donc pas épissés. Il donne naissance à deux 
isoformes, NEAT1_1 de 3,7 kb et NEAT1_2 de 23 kb (Neat1_1 de 3,2 kb et Neat1_2 de 20,8 kb chez 
la souris). La séquence de NEAT1_1 est comprise dans celle de NEAT1_2 en 5’, en revanche leur 3’ 
diffère : NEAT1_1 est polyadénylé tandis que Neat1_2 ne possède pas de queue poly(A) mais une 
 
Figure 11. Mécanisme de transcription et de stabilisation des isoformes Neat1_1 et Neat1_2. 
Adapté de : Naganuma, T. & Hirose, T. Paraspeckle formation during the biogenesis of long non-
coding RNAs. RNA Biol. 10, 456–461 (2013).209 
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triple hélice en 3’. Elle est formée de deux motifs riches en U encadrant une structure tige-boucle 
conservée chez les mammifères, et un motif riche en A16. La tige-boucle est formée par le clivage à 
son extrémité par la RNAse P. Cette RNAse est impliquée notamment dans la maturation des ARNt 
en clivant le pré-ARNt en 5’. Pour Neat1, la RNAse P clive l’extrémité 3’ en aval de la séquence de la 
triple hélice et en amont d’une structure ressemblant à un ARNt elle aussi codée par le gène. La RNAse 
Z clive ensuite la structure « ARNt » en 3’, générant un petit ARN d’une soixantaine de nucléotides 
exporté dans le cytoplasme et rapidement dégradé. Ce type de maturation en 3’ est également présente 
chez NEAT2/MALAT1, pour lequel un « mascARN » est généré.  
La triple hélice, identifiée par Wilusz et al en 2012, remplace fonctionnellement la queue poly(A) : 
elle permet de stabiliser l’ARN, d’empêcher sa dégradation. Chose surprenante, cette triple-hélice 
affecte également la traduction : en effet, lors d’une expérience de gène rapporteur, ces auteurs ont 
montré qu’en plaçant la séquence 3’ de NEAT1 en aval de l’ORF de la GFP ils obtiennent une 
traduction similaire à une construction avec une queue poly(A). Selon les auteurs, ce type de triple-
hélice pourrait être hérité d’un passé codant, servirait d’ « éponge à ribosome ». Au contraire, on 
pourrait faire l’hypothèse que ce type de structure permettrait de promouvoir la traduction16.  
Les deux isoformes de NEAT1 sont générées à partir d’une forme de mécanisme alternatif de 
maturation en 3’. La transcription de NEAT1_1 suit le schéma classique de polyadénylation, avec le 
recrutement du complexe de polyadénylation et de clivage CFIm composé de CPFS6 et de NUDT21. 
En revanche, hnRNPK empêche le recrutement de ce complexe permettant à l’ARN polymérase II de 
poursuivre sa transcription jusqu’au clivage en 3’ pour générer la grande isoforme NEAT1_2. hnRNPK 
se lie à la zone riche en pyrimidine située en amont du site de polyadénylation et en aval du site de 
liaison de CFIm, et là déplace NUDT21 du complexe ce qui empêche son action210 (Cf. figure 11). 
NEAT1 est stabilisé par les protéines du paraspeckle p54nrb et SFPQ . Sa demi-vie a été calculée 
en 2012 par une étude de la stabilité des ARN non codants à grande échelle dans des cellules de  
neuroblastomes (N2A). Elle est étonnamment courte –une quinzaine de minutes pour l’isoforme courte 
NEAT1_1, et 60 minutes pour l’isoforme longue NEAT1_2. Cela laisse penser qu’une telle 
caractéristique est indispensable pour la dynamique de formation des paraspeckles en réponse au 
stress211. D’ailleurs, l’expression de NEAT1 est déclenchée lors de stress comme l’hypoxie : Choudhry 
et al ont montré que son expression est induite grâce au facteur de transcription HIF2 en hypoxie212. 
Sa transcription est également contrôlée par un certain nombre de stimuli internes et externes, 
composés chimiques et pathogènes208,213–217.  
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Expression 
NEAT1_1 et NEAT1_2 s’expriment dans de nombreuses lignées de cellules, cancéreuses ou non, 
et dans des cellules primaires. En revanche NEAT1_2 n’est pas présent dans les cellules souches. In 
vivo, l’expression de Neat1_2 est restreinte à des tissus particuliers : des sous-populations de cellules 
épithéliales dans l’intestin et l’estomac, chez la souris, ce qui est surprenant vu sa forte expression dans 
les cellules en culture. Aussi, la formation des paraspeckles in vivo n’a été observée que dans les tissus 
où Neat1_2 s’exprime aussi bien que Neat1_1. Cela peut s’expliquer par le fait que la formation des 
paraspeckles est une réponse à des changements environnementaux comme la formation des fibres de 
stress d’actine par les cellules en culture qui ne peuvent être observées dans l’embryon in vivo218,219. 
La génération de souris KO pour Neat1 n’a pas mené, dans un premier temps mené, à l’observation d’ 
phénotype particulier : les souris sont viables et fertiles. Les auteurs de l’étude en ont donc conclu que 
les paraspeckles ne sont pas indispensables à la vie. On peut tout de même supposer que Neat1 étant 
induit lors de stress comme l’hypoxie ou très exprimé dans les cellules cancéreuses, sa déplétion sera 
dommageable pour l’organisme si celui-ci doit répondre à un stress.  
2.2. Les protéines du paraspeckle 
Plusieurs études se sont attelées à l’identification des protéines du paraspeckle depuis la découverte 
de ce corps nucléaire en 2002. Après l’observation de PSPC1 et p54nrb, les protéines SFPQ, RBM14, 
CPSF6 ont été rapidement attribuées aux paraspeckles205,220,221. Puis une identification à grande échelle 
des composants du corps nucléaire a été réalisée en 2012 par Naganuma et al 210. Cette étude a mené 
à l’association de 32 nouvelles protéines aux paraspeckles, les PSP (paraspeckle proteins), grâce à une 
bibliothèque d’ADNc humain couplé avec une protéine fluorescente. Les protéines sont classées par 
ordre d’importance pour le paraspeckle et par rapport à leur lien avec NEAT1, classes définies après 
le traitement siARN contre les ARNm de ces protéines. La classe I regroupe les sept protéines 
essentielles à la formation des paraspeckles (leur déplétion engendre une baisse de plus de 70% du 
nombre de paraspeckles), la classe II regroupe les protéines dont l’extinction engendre un baisse de 25 
à 70% du nombre de paraspeckles, et la classe III à une baisse modérée de 25%. Au sein de la catégorie 
I, la sous-classe A regroupe les protéines pour lesquelles l’extinction entraine une baisse de plus de 
75% de NEAT1_2, pour la sous-classe B le niveau de NEAT1 est inchangé. Dans la catégorie III, deux 
groupes émergent également : le groupe A pour les protéines dont l’extinction entraine une baisse de 
plus de 75% de NEAT1_1, le groupe B où NEAT1_1 est maintenu. Nous avons voulu mettre en avant 
dans la figure 12 les 3 classes de protéines appartenant au paraspeckle, leur fonctions décrites et le fait 
qu’elles sont ou non des ITAF régulant la traduction IRES-dépendante.  
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Les protéines de la famille des DBHS 
p54nrb (p54 nuclear RNA binding), SFPQ (Splicing Factor Proline and Glutamine Rich) et PSPC1 
sont trois protéines des paraspeckles appartenant à la famille des DBHS (Drosophila melanogaster 
Behavior and Human Splicing).  
SFPQ est une protéine abondante, ubiquitaire et requise pour la vie des vertébrés. Cette protéine a 
de nombreuses fonctions en dehors des paraspeckles : elle joue un rôle dans le cycle circadien, la 
pluripotence des cellules souches embryonnaires, la réparation de l’ADN, la régulation de la 
transcription, l'épissage et le transport des ARN. SFPQ et p54nrb partagent une région structurale de 
300 acides aminés, avec deux motifs RRM (RNA Recognition Motif), un domaine NOPS 
(NONO/paraspeckle) et une région coiled-coil (superhélice : assemblage d'hélices alpha, de 2 à 7 en 
nombre). Les zones restantes sont des régions de basse complexité et un signal de localisation nucléaire 
est présent en C-terminal. Les protéines de la famille DBHS sont des dimères forcés : cette dimérisation 
implique les domaines RRM2, NOPS et une partie de la superhélice, motif d’interaction révélé par 
cristallographie. SFPQ se lie également au promoteur d’ADARB2 et promeut sa transcription. Le motif 
coiled-coil de SFPQ n'est pas suffisant pour sa localisation aux paraspeckles, car il faut inclure les 
domaines de polymérisation222.  
De même, p54nrb est impliquée dans un nombre aussi varié de processus, de la régulation 
transcriptionnelle à la régulation du cycle cellulaire. Abondante et ubiquitaire, elle peut lier à la fois 
l’ADN et l’ARN. p54nrb interagit dans le paraspeckle avec le troisième membre de la famille des 
DBHS : PSPC1223. p54nrb a également été décrit comme un facteur de transcription du gène FGF1, 
couplé à la traduction IRES-dépendante de son transcrit174. Cette protéine est également un ITAF des 
IRES de C-myc, N-myc, L-myc et APAF1 (Cf partie I de la présente introduction). SFPQ, p54nrb et 
PSPC1 partagent environ 50% de leur séquence (domaine DBHS qui comprend deux motifs RRM 
suivi d'un module d'interaction protéine/protéine chargé), bien que SFPQ ait un domaine N-terminal 
plus étendu.  
PSPC1, elle, possède deux isoformes majeures, α et β. Lorsque la transcription est active, PSPC1 
fait la navette constamment entre le noyau et le cytoplasme223. Elle est présente dans les paraspeckles 
et diffuse dans le nucléoplasme, mais lors de l’inhibition de la transcription, elle se relocalise au niveau 
du nucléole dans des structures en forme de croissant appelées coiffes périnucléolaires205.  
Les trois protéines de la famille des DBHS sont connues pour fonctionner en hétéroduplex, deux 
par deux. Elles peuvent se compenser l’une l’autre : par exemple des fibroblastes embryonnaires de 
souris KO pour p54nrb sont peu sensibles à la radioactivité, ce qui peut paraitre surprenant étant donné 
le rôle de cette protéine dans la réparation de l’ADN. Ce phénotype s’explique par le fait que l’absence 
de p54nrb est compensée par l’augmentation de l’expression de PSPC1 qui remplace p54nrb de manière 
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fonctionnelle dans son duplex avec SFPQ224. Au sein des paraspeckles, p54nrb et SFPQ sont des PSP 
de la catégorie IA c’est-à-dire essentielles à la formation des paraspeckles, et qui interagissent avec 
NEAT1_2 pour le stabiliser. PSPC1 quant à elle est répertoriée dans la catégorie IIIB, sa déplétion 
n’ayant pas d’impact sur le nombre de paraspeckles ni sur la stabilité de NEAT1_1. p54nrb a la capacité 
de se lier directement aux inosines et entrainer la rétention des transcrits édités dans le noyau au sein 
du paraspeckle225,226. De plus son interaction directe avec NEAT1_2 se fait par trois domaines, situés 
sur l'ARN non-codant : PIR-1, 2 et 3. PIR-1 est situé en 5’ de NEAT1_1 tandis que les deux autres se 
situent en 3’ de NEAT1_1, des domaines potentiels situés sur NEAT1_2 exclusivement n’ayant pas 
été étudiés par les auteurs de cette publication227.  
Les autres protéines essentielles du paraspeckles 
RBM14 (RNA binding protein 14) et hnRNPK sont les troisième et quatrième protéines essentielles 
à la formation des paraspeckles de la catégorie IA. Leur suppression mène à la destruction des 
paraspeckles et à la déstabilisation de NEAT1_2. RBM14 (aussi connue sous le nom de PSP2) tout 
comme p54nrb et SFPQ, se lient à NEAT1_2 pour le stabiliser. Elle est impliquée dans d’autres 
processus. Elle est notamment un régulateur d’épissage et interagit avec un proto-oncogène228. 
hnRNPK quant à elle est impliquée dans la génération du 3’ alternatif de NEAT1_2 par le mécanisme 
décrit dans le paragraphe concernant NEAT1210. Cette protéine se trouve également dans de nombreux 
processus : régulation de l’expression des gènes, épissage alternatif, stabilité des ARN et régulation de 
la traduction en tant qu’ITAF.  
La catégorie IB regroupe quatre protéines : FUS, DAZAP1, hnRNPH3, et le complexe SWI/SNF. 
FUS (Fused In Sarcoma) est une protéine de la famille FET. Elle contient un RRM, un domaine à 
doigt de zinc et un PLD (Prion-Like Domain) permettant l’agrégation des protéines. C’est le cas dans 
les leucémies ou les sarcomes comme indique son nom. Elle a plusieurs rôles, comprenant le transport 
des ARN, et est un ITAF. DAZAP1 (Deleted in Azoospermia-Associated Protein 1) régule l’épissage 
et la traduction et est requise pour le développement. Sa localisation est modulée en fonction de signaux 
extérieurs et durant la spermatogenèse. hnRNPH3 est un facteur d’épissage et est impliqué dans l’arrêt 
de l’épissage en réponse à un choc thermique, lorsqu’il quitte le complexe hnRNP228. Enfin le 
complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF (pour SWItch sucrose Non Fermentable) interagit 
avec plusieurs protéines de la catégorie I ainsi qu’avec NEAT1. Le complexe fonctionne ici de façon 
indépendante de son activité de remodelage de la chromatine, il est supposé qu’il permet l’intégration 
de protéines au sein du paraspeckle228–230.  
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Nom Classe Rôle dans la physiologie cellulaire et pathologie ITAF  
hnRNPK IA régulation de la transcription, régulation de la traduction, stabilité des ARN, épissage oui 
p54nrb/NONO IA cycle circadien, réparation de l'ADN, régulation de la transcription, régulation de la traduction oui 
RBM14 IA épissage, régulation de la transcription, régulation de la biogenèse du centriole, immunité inée   
SFPQ/PSF IA cycle circadien, pluripotence, réparation de l’ADN, régulation de la transcription, épissage, transport des ARN, régulation de la traduction oui 
DAZAP1 IB régulation de la traduction, épissage, développement,   
FUS IB transport des ARN, agrégation des protéines, régulation de la traduction oui 
hnRNPH3 IB épissage   
SWI/SNF IB remodelage de la chromatine   
CPSF7 II maturation 3' de l'ARN   
FAM113A II liaison à l'ARN   
FAM98A II activité méthyltransférase, liaison à l'ARN   
FIGN II dépolymérisation des microtubules, cycle cellulaire   
FUSPI1/SRSF10 II épissage   
hnRNPA1 II régulation de la traduction, navette noyau-cytoplasme oui 
hnRNPR II régulation de la transcription, régulation de la traduction oui 
hnRNPUL1 II régulation de la transcription   
RBM12 II liaison à l'ARN   
TDP-43 II régulation de l'utilisation des sites de polyadénylation alternatifs, développement   
CPSF6 IIIA complexe de polyadénylation CfIm, stabilité de Neat1_1   
NUDT21 IIIA complexe de polyadénylation CfIm, stabilité de Neat1_1   
UBAP2L IIIA dégradation des protéines, stabilité de Neat1_1   
CIRBP IIIB cycle circadien, réponse au stress   
PSPC1 IIIB Réparation de l'ADN, navette noyau/cytoplasme, cycle circadien, régulation de la transcription, réponse immunité inée   
RBM3 IIIB cycle circadien, réponse au stress   
RBM4B IIIB cycle circadien   
RBM7 IIIB dégradation des ARN   
RBMX IIIB régulation de la transcription, épissage, suppresseur de tumeur   
RUNX3 IIIB régulation de la transcription   
ZNF335 IIIB régulation de la transcription, développement   
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Nom Classe Rôle dans la physiologie cellulaire et pathologie ITAF  
hnRNPA1L2 n/d transport des ARN, navette noyau-cytoplasme, assemblage des RNP   
hnRNPH1 n/d épissage   
hnRNPM n/d régulation de la transcription, régulation de la traduction oui 
hnRNPF n/d épissage   
MEX3C n/d dégradation de l'ARN, ubiquitine ligase   
SS18L1 n/d organisation de la chromatine, régulation de la transcription   
DLX3 n/d régulation de la transcription, développement   
CELF6 n/d épissage   
EWSR1   régulation de la transcription   
TAF15   régulation de la transcription   
Figure 12. Liste des protéines du paraspeckle. En fonction de leur classe, avec leur fonction et la mention 
de leur éventuel rôle d’ITAF 
Protéines de classe II 
La classe II regroupe plusieurs hnRNP (hnRNPA1, R, UL1), CPSF7, FAM98A, FAM113A, FIGN, 
RBM12, FUSPI1 et TDP-43. Les hnRNP sont des protéines possédant entre deux et trois domaines de 
liaison à l’ARN. hnRNPA1 fait partie des ITAF capables de faire la navette entre le noyau et le 
cytoplasme. HNRNPR est impliquée dans la réinitiation de l’expression du gène c-fos en coopération 
avec le complexe Mediator et est aussi un ITAF ; hnRNPUL1 est impliquée dans la répression 
transcriptionnelle des gènes dépendant de la réplication des histones. CPSF7 participe à la maturation 
3’ des ARN, et les protéines FAM se lient à l’ARN, mais sont peu décrites. TDP-43, codée par le gène 
TARDBP responsable de la sclérose latérale amyotrophique, est impliquée dans le développement en 
régulant l’utilisation des sites de polyadénylation alternatifs. Lorsqu’elle est active au cours du 
développement, TDP-43 promeut l’utilisation du site de polyadénylation de Neat1 et donc la 
génération de sa petite isoforme Neat1_1. En revanche lors de la différenciation cellulaire, elle est 
séquestrée et cela entraine la production de l’isoforme Neat1_2 et la formation subséquente des 
paraspeckles.  
Protéines de classe III 
La classe III rassemble un plus grand nombre de protéines. La catégorie IA regroupe trois protéines, 
CPSF6, NUDT21 et UBAP2L. CPSF6 avec NUDT21 forment le complexe de polyadénylation CFIm. 
UBAP2L est impliquée dans la voie de l’ubiquitine protéasome, elle s’agrège en présence d’un 
inhibiteur du protéasome. Elle permet aussi de lier l’ARN. Ces trois PSP sont responsables de la 
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formation et stabilité de NEAT1_1. Leur suppression entraine une diminution de l’expression de cette 
petite isoforme228.  
Les PSP de la catégorie IB n’ont pas d’impact sur l’expression de NEAT1_1. A commencer par 
PSPC1, la troisième protéine de la famille des DBHS qui contrairement aux deux autres n’est pas 
essentielle pour la formation des paraspeckles. En revanche il s’agit d’un marqueur du corps nucléaire, 
un des plus souvent utilisé avec p54nrb. Plusieurs RBM font parties de cette catégorie (RBM3, 4B, 7, 
X), RBM3 étant un régulateur du cycle circadien avec CIRBP et ces protéines étant induites lors de 
stress comme l’hypoxie ou le choc thermique. EWSR1 (Ewing sarcoma RNA-binding protein 1) a la 
capacité de lier l’ARN polymérase II et des facteurs de transcription, aussi elle est probablement 
impliquée dans la régulation de la transcription. TAF15 s’associe avec des complexes TFIID et le 
snARN U1, et RUNX3 et ZNF335 sont des facteur de transcription impliqués dans la carcinogénèse 
et plusieurs maladies génétiques. Enfin, quelques PSP identifiées en 2012 n’ont pas été classées dans 
une des catégories devant le manque de cohérence des résultats. Il s’agit de quatre hnRNP (AL1, F, 
H1, M), et des protéines MEX3C, SS18L1, DLX3 et CELF6, toutes facteurs de transcription ou 
protéines se liant à l’ARN, et régulant la transcription de FGF1 et sa traduction en tant qu’ITAF dans 
le cas de hnRNPM174. En tout, le paraspeckle regroupe en son sein une cinquantaine de protéines ayant 
toutes un lien avec la régulation de l’expression des gènes, de façon directe ou indirecte228.  
 3.1. Structure du paraspeckle : « core, shell, patch »  
Le paraspeckle est un corps nucléaire admirablement structuré et agencé. Sa taille est de 360 nm 
en moyenne, bien que plus petit dans les cellules murines. Il s’organise autour du long ARN non codant 
NEAT1_2, dont les extrémité 5’ et 3’ se retrouvent vers « l’enveloppe » extérieure. L’ARN est replié 
en épingle, le centre de l’ARN se retrouvant au cœur du paraspeckle. Les « fagots » de NEAT1_2 sont 
orientés de façon radiale de sorte à former une sphère (Cf. figure 13). La répartition des PSP se fait 
par groupes : un groupe dans le « core » ou cœur, un deuxième, le « shell » à la surface et un troisième 
groupe de « patch », petit foci dispersés. Dans le « core », SFPQ, p54nrb, FUS  
3. Structure et formation des paraspeckles  
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et aussi PSPC1 ; dans le « shell », les extrémités de Neat1 et TDP-43 ; dans le « patch », Brg1 
(SIW/SNF) et RBM14. Plus il y a de transcription de Neat1_2 et plus la taille et le nombre de 
paraspeckles augmente231.  
3.2. Domaines structuraux de Neat1 
Les domaines présents dans NEAT1_2 sont primordiaux pour l’assemblage du paraspeckle et la 
stabilité de l’ARN. Les domaines A, en 5’ et en 3’ (Cf. figure 14), permettent d’empêcher sa 
dégradation : le rôle de la triple hélice en 3’ a été prouvé de façon expérimentale16. Le domaine en 5’, 
lorsqu’il est supprimé, diminue considérablement la demi-vie de l’ARN232. Cependant, p54nrb et SFPQ 
doivent procéder à la stabilisation de NEAT1_2 sans passer par le domaine A qui est commun en 5’ 
pour les deux isoformes de NEAT1 : en effet les deux protéines n’ont aucun impact sur la stabilité de 
NEAT1_1233. Le domaine B de NEAT1_2 permet de promouvoir le changement d’isoformes en 
 
Figure 13. Structure tridimentionnelle du paraspeckle. Adapté de West, J. A. et al. Structural, 
super-resolution microscopy analysis of paraspeckle nuclear body organization. J. Cell Biol. 214, 
817–830 (2016). Neat1_m: sonde ciblant le milieu de Neat1, et Neat1 5' et 3' ses extrémités. 
 
Figure 14. Les domaines structuraux de Neat1. Adapté de Hirose, T., Yamazaki, T. & Nakagawa, 
S. Molecular anatomy of the architectural Neat1 noncoding RNA: The domains, interactors, and 
biogenesis pathway required to build phase-separated nuclear paraspeckles. Wiley Interdiscip Rev 
RNA 10, e1545 (2019). 
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inhibant la polyadénylation de NEAT1_1. Le domaine C quant à lui (entre 8 et 16,6 kb) est suffisant 
pour permettre l’assemblage des paraspeckles. La délétion de ce domaine empêche la formation du 
corps nucléaire. Le domaine C contient de plus trois sous-domaines (C1 : 9,8-12 kb, C2 : 12-13 kb et 
C3 : 15,4-16,6 kb). C1 et C2 fonctionnent indépendamment de C3. La suppression de C1 et C2 ou de 
C3 seul mène à la disparition des paraspeckles. Ces sous-domaines sont remplis de répétitions LINE1 
d’une grande importance pour l’assemblage des paraspeckles. Leur rôle est de recruter les PSP 
essentielles, p54nrb et SFPQ232.  
3.3. Formation : la séparation de phase liquide-liquide 
La formation des paraspeckles se déroule en deux temps : au départ, un complexe RNP 
(ribonucléoprotéique) avec NEAT1_2 va s’assembler (a), puis l’agrégation d’une cinquantaine de ces 
complexes va former le paraspeckle, en association avec la synthèse de NEAT1_2 (b).  
(a) Dès la transcription de NEAT1_2, p54nrb et SFPQ vont se lier à et stabiliser l’ARN qui attend en 
cluster autour de sa zone de transcription ; l’ensemble forme ainsi le RNP minimal. SFPQ et p54nrb 
présentent aussi la capacité de former une structure « paraspeckle-like » autour d’oligonucléotides 
anti-sens transfectés dans des cellules déplétées pour NEAT1234. SFPQ et p54nrb forment un 
hétérodimère grâce à leur domaine NOPS, et engagent la polymérisation par leur domaine coiled-
coil.  
(b) Les SNP sont assemblées grâce à l’aide des PSP FUS, RBM14 et SWI/SNF ou Brg1. Ces protéines 
ont la capacité d’effectuer une séparation de phase liquide-liquide (LLPS) tout comme les granules 
de stress dans le cytoplasme. RBM14 et FUS possèdent un domaine prion-like qui leur confère la 
capacité de former rapidement des fibrilles. Ce domaine est primordial pour la deuxième phase 
d’assemblage des paraspeckles230,235.  
II. Paraspeckle et réponse au stress  
1.1. Rétention d’ARNm édités ou non 
La première fonction décrite est la rétention dans le noyau des ARN édités d’adénosine en inosine. 
Avant même la découverte de Neat1 en tant que squelette des paraspeckles, l’ARN CTN a été 
découvert comme étant retenu dans le noyau dans un corps nucléaire. En cas de stress, le 3’ édité de 
CTN est clivé et l’ARNm est exporté rapidement dans le cytoplasme pour être traduit220. Cependant 
1. Le paraspeckle et la régulation de l'expression génique  
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une étude plus récente montre que lorsque les paraspeckles sont supprimés, l’ARN CTN est tout de 
même retenu dans le noyau en interaction avec p54nrb au sein de foci nucléaires. Sachant que l’ARN 
est partiellement colocalisé avec Neat1, les auteurs en ont conclu que le paraspeckle modulait en partie 
sa localisation intranucléaire236. Dans une autre étude de 2009, Chen et Carmichael ont découvert que 
de nombreux transcrits sont édités dans les cellules souches embryonnaires, mais ne sont pas retenus 
dans les noyaux : de fait les PSP sont bien exprimées mais il n’y a pas de paraspeckle car Neat1_2 est 
induit uniquement lors de la différenciation des cellules ; à ce moment-là les paraspeckles sont formés 
et capables de séquestrer les ARN édités226. CARM1 (co-activator associated arginine 
methyltransferase) est capable de méthyler p54nrb sur son domaine coiled-coil ce qui atténue sa liaison 
aux ARN édités d’A en I tels que les IRAlu, ARN aux séquences répétées inversées en 3’. De plus 
CARM1 empêche la transcription de Neat1 et la formation subséquente des paraspeckles. In fine il 
prévient la rétention de ce groupe de transcrits dans le noyau237. Une étude récente a également montré 
un lien entre la mitochondrie et les paraspeckles : la déplétion de protéines ribosomiques entraine une 
expression aberrante de Neat1 et un changement de morphologie des paraspeckles. Ce stress augmente 
la rétention d’ARNm codant des protéines mitochondriales dans les paraspeckles. Ces différentes 
observations ont conduit les auteurs à affirmer que le paraspeckle est primordial pour l’homéostasie 
de la mitochondrie. On voit donc là un autre impact de la rétention d’ARNm dans le noyau par le 
paraspeckle238.  
1.2. Rétention de facteurs de transcription 
 La deuxième fonction décrite pour le paraspeckle est la rétention de RBP : les PSP clés sont 
déplétées de plus de 50% du nucléoplasme lors de la stimulation du paraspeckle216, notamment SFPQ, 
responsable de la transcription de l’enzyme d’édition ADARB2. Lorsque le paraspeckle est détruit, 
SFPQ est exportée vers le cytoplasme et la transcription de son ARN cible augmente près de cinq fois. 
A l’inverse, lors d’une infection virale par le virus de l’influenza ou le virus herpes simplex, ou lors de 
la stimulation de la voie des récepteurs Toll-like 3 (TLR3) par des ARN double-brin (poly I :C), 
l’expression de Neat1 est induite et cela conduit à la formation des paraspeckles et à la séquestration 
de SFPQ. La protéine SFPQ est un répresseur de la transcription du gène de l’interleukine 8 (IL8), 
donc si elle est séquestrée loin du promoteur du gène IL8 elle ne pourra pas empêcher sa transcription. 
Ainsi, Neat1 et le paraspeckle régulent la réponse à une infection virale en retenant un important 
régulateur de gène de réponse antiviral du système immunitaire239. Bien que le paraspeckle rassemble 
de nombreuses protéines, toutes ne sont pas localisées exclusivement dans ce corps nucléaire, mais 
peuvent être diffuses dans le nucléoplasme ou dans d’autres structures nucléaires. Une autre 
conséquence de la « rétention » des protéines est la régulation de la traduction. Dans un contexte 
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d’inhibition de la polymérase I, un stress nucléolaire est induit, or la déplétion de Neat1 à ce moment-
là conduit à la libération de SFPQ et p54nrb, deux ITAF de l’IRES de c-myc, et à une interaction accrue 
de ces protéines avec l’ARNm de c-myc. Les auteurs en concluent que la déplétion de Neat1 facilite 
la traduction de c-myc en relâchant les ITAFs responsables de sa traduction240. 
 
2.1. Rôle lors de la mitose 
Lors de la mitose, les paraspeckles persistent pendant l'interphase, la prophase, la métaphase et 
l’anaphase (Cf. figure 15A). Ils ne sont pas associés à la chromatine dense. Après la télophase, les 
marqueurs des paraspeckles réapparaissent dans des foci périnucléolaires (0-20 minutes) qui diffusent 
dans le nucléoplasme (20-60 minutes), et finalement les premiers paraspeckles apparaissent après 60 
à 90 minutes223. Lors de la mitose, p54nrb est phosphorylée par CDK1 modification qui n’abolit pas sa 
liaison avec Neat1 mais empêche son interaction avec les séquences ARN riches en A, C ou U. Aussi, 
la modification post-traductionnelle de p54nrb module son activité de liaison à l’ARN de façon sélective 
durant la mitose241.  
2.2. Rôle dans le cycle circadien 
Les trois protéines DBHS sont impliquées dans le cycle circadien en tant que facteurs de 
transcription. En fonction du contexte, elles peuvent activer ou réprimer des gènes impliqués dans le 
cycle circadien comme Rev-Erbα pour p54nrb242 (Cf. figure 15B). Dans les cellules de la glande 
pituitaire, ou hypophyse, p54nrb, SFPQ, PSPC1 ainsi que RBM14 ont une expression rythmique, de 
même que Neat1. Aussi le nombre de paraspeckle suit cette évolution rythmique, ainsi que l’interaction 
de ces protéines avec Neat1. De plus les élément IRAlu (Inverted Repeat of Alu sequence) c’est-à-dire 
les ARNm contenant des séquences Alu répétées inversées dans leur 3’UTR sont retenus de façon 
rythmique dans le paraspeckle243.  
2.3. Rôle lors du développement embryonnaire 
Comme indiqué plus haut, le premier KO de Neat1 chez la souris n’a pas révélé de phénotype 
particulier219. Pourtant depuis cette étude de 2011, les modèles de souris ont montré que l’implication 
de Neat1 et des paraspeckles est bien réelle dans le développement. Au cours du développement, la 
méthyltransférase CARM1 exerce son activité sur l’histone H3R26 pour moduler l’établissement des  
2. Rôles du paraspeckle lors de processus physiologiques  
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Figure 15. Rôle de Neat1 et du paraspeckle lors de différents processus physiologiques. A : rôle 
lors de la mitose ; B : rôle lors du cycle circadien ; C : rôle lors de la différenciation précoce au stade 
16-32 cellules ; D : rôle dans la transition entre pluripotence et différenciation.  
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lignages embryonnaires et extra-embryonnaires (Cf. figure 15C). CARM1 se localise dans les 
paraspeckles à ce stade via une interaction avec Neat1 et p54nrb. Elle méthyle la p54nrb et sa déplétion 
entraine une redistribution de p54nrb : elle est donc nécessaire pour l’organisation des paraspeckles. Un 
haut niveau de CARM1 réprime la formation des paraspeckles par inhibition de la transcription de 
Neat1. CARM1 recrutée dans les paraspeckles génère donc une boucle de rétroaction négative  
pour la formation des paraspeckles. De plus une déplétion de Neat1 ou de p54nrb au stade 2 cellules 
entraine un arrêt de la division cellulaire précoce entre les stades 16 et 32 cellules244.  
Neat1 est aussi impliqué dans la différenciation musculaire. L’étude originelle de la formation 
alternative de Neat1_2 nous montre que l’expression de cette isoforme est induite lorsque les 
myoblastes se différencient en myotubes. Le locus de Neat1 est notamment actif lors du 
développement musculaire des bovins208,245. Dans le contexte de spécialisation cellulaire, l’interaction 
entre le paraspeckle et TDP-43 promeut également la transition entre pluripotence et différenciation. 
En effet l’expression de TDP-43 décroit au cours de la différenciation précoce ce qui résulte en une 
régulation de la polyadénylation alternative pour des centaines de gènes incluant Neat1, conduisant à 
la synthèse de Neat1_2 et la formation des paraspeckles (Cf. figure 15D). TDP-43 est alors recruté 
dans les paraspeckles, loin de ses cibles ARNm. L’induction de Neat1_2 étant primordiale pour la 
différenciation précoce des cellules souches embryonnaires et la séquence embryonnaire durant la 
gastrulation, le recrutement de TDP-43 dans le paraspeckle est un nouvel exemple de l’importante 
implication du corps nucléaire et de ses protéines associées durant le développement246. Finalement, 
Neat1 est aussi impliqué dans la différenciation des cellules Th2 (T helper cell), marquées CD4+ via 
la voie EZH2/ITCH/STAT6247.  
2.4. Rôle dans la reproduction  
Neat1 et le paraspeckle ont une implication toute particulière dans la reproduction et la fertilité. 
Dans les cellules épithéliales luminales, le paraspeckle se forme durant le développement de la glande 
mammaire. Sa déplétion conduit à un manque de prolifération des cellules durant le développement 
lobulo-alvéolaire ce qui entraine un défaut de morphologie de la glande mammaire et de lactation. 
Neat1 est de plus responsable de la formation du corps lutéal lors de la grossesse. Des souris KO pour 
Neat1 présentent une impossibilité à devenir gestante malgré une ovulation normale, ce qui provient 
d’un défaut de formation du corps lutéal responsable de la production de la progestérone. Cependant, 
ce phénotype n’est pas observé chez toutes les souris : les auteurs font l’hypothèse qu’une condition 
environnementale particulière semble être requise durant laquelle Neat1_2 devient essentiel248. Neat1 
et les PSP apparaissent également dans certaines populations cellulaires lors de la spermatogenèse, ce 
qui suggère que le paraspeckle serait impliqué dans ce processus physiologique249.  
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Bien que Neat1 et le paraspeckle aient une fonction dans de nombreux processus physiologiques, 
on peut également parler du paraspeckle en tant que marqueur de stress.  
3.1. Rôle dans l’infection virale 
L’expression de Neat1 est induite lorsque les souris sont infectées par le virus de l’encéphalite 
japonaise ou le virus de la rage. De plus de nombreuses protéines impliquées dans la réplication du 
virus du VIH-1, comme p54nrb, SFPQ et MATRIN1, sont localisées dans les paraspeckles. Neat1 est 
également induit lors de l’infection par le VIH-1 : l’extinction de ce long ARN non codant entraine 
une augmentation de la réplication virale grâce à l’augmentation de l’export nucléocytoplasmique de 
l’ARN du virus250,251. Le virus herpes simplex (HSV) est lui aussi inducteur de l’expression de Neat1 
et de la formation des paraspeckles : les PSP peuvent s’associer avec le génome du virus et avec le 
facteur de transcription STAT3 qui, recruté au niveau du promoteur viral, induit l’expression des gènes 
viraux et la réplication du HSV252, engendrant une réplication virale accrue. Enfin, Neat1 est aussi 
induit lors de l’infection par le hantavirus et joue dans ce cas un rôle inhibiteur de l’infection virale. 
En effet, la séquestration de SFPQ dans le paraspeckle permet la synthèse de facteurs ayant un effet 
synergique sur la production d’interféron : Neat1 module la réponse immune à l’infection virale253,254. 
On peut donc conclure que Neat1 et le paraspeckle ont un rôle pro- ou antiviral selon la situation (Cf. 
figure 16A).  
3.2. Rôle dans les infections neurologiques 
Plusieurs études montrent une implication de Neat1 et du paraspeckle dans les maladies 
neurodégénératives. Neat1 est induit dans la maladie de Hungtington comme observé par microarray ; 
des cellules neuronales soumises à un stress à l’H2O2 transfectées par la petite isoforme de Neat1 
présentent une plus grande viabilité en réponse au stress oxidatif. Cependant cette fonction est 
indépendante du paraspeckle car Neat1_1 n’induit pas leur formation. De plus un effet inverse a été 
mis en évidence : l’extinction de Neat1 entraine une baisse significative des agrégats formés par la 
protéine mutante hungtingtine255. La sclérose multiple (SM) et la sclérose latérale amyotrophique 
(SLA) sont des maladies inflammatoire du système nerveux central et neurones moteurs, 
respectivement , or Neat1 est induit dans ces deux pathologies. Dans la SM, Neat1 stimule 
potentiellement IL-8, et dans la SLA, les auteurs décrivent l’interaction de Neat1 avec deux protéines, 
TDP-43 et FUS, mutées dans cette pathologie256,257.  
3. Rôle du paraspeckle lors de pathologies  
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Neat1 est aussi impliqué dans la maladie de Parkinson. Dans un modèle murin de Parkinson induit, 
l’extinction de Neat1 entraine une baisse de l’autophagie et des « dégâts » neuronaux, liées à une 
hausse de la viabilité cellulaire et à une baisse de l’apoptose258,259.  
3.3. Rôle dans les pathologies vasculaires et inflammatoires 
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire. Les lipoprotéines de basse-densité oxydées 
(oxLDL) induisant l’inflammation et l’absorption des liquides contribuent au développement de cette 
pathologie. Huang-Fu et al ont montré que Neat1_2 est induit lors de ce stress et forme des 
paraspeckles qui séquestrent l’ARNm CD36 et participent à la phosphorylation de P65 (le facteur de 
transcription plus connu sous le nom NF-κB) : ces deux facteurs sont importants pour l’inflammation 
et l’absorption de liquides260. Une autre étude a montré l’implication de Neat1, en dehors des 
paraspeckles, dans l’inflammation. Ainsi, Neat1 promeut l’assemblage de l’inflammasome en 
modulant NLRC4, AIM2, NLRP3, et stabilise le tétramère Caspase 1 tout en augmentant son activité 
protéase. Curieusement, le paraspeckle est détruit en réponse au stress inflammatoire et Neat1 libéré 
est exporté vers le cytoplasme pour avoir son action d’induction de l’inflammasome. L’isoforme 
exportée est probablement Neat1_1, car la quantité de Neat1_2 dans le noyau est inchangée alors que 
celle de Neat1 (la somme des deux isoformes) varie261. Cette réponse de Neat1 est due également à 
son induction en hypoxie sous contrôle de HIF2α. Lors de dommages vasculaires, les cellules 
musculaires lisses passent d'un phénotype contractile à un phénotype prolifératif. Neat1 est induit en 
réponse à cette transition phénotypique et séquestre le modificateur de chromatine WDR5. Il en résulte 
un état épigénétique "éteint" pour les gènes relatifs à la contractilité des cellules des muscles lisses262. 
Enfin, très récemment, une étude de Kenneweg et al a montré que lors de l’ischémie cardiaque in vitro 
et in vivo, Neat1 est induit par l’hypoxie et sécrété par les cardiomyocytes dans des vésicules absorbés 
par les fibroblastes où il promeut l’expression de gènes profibrotiques. De plus, Neat1 est indispensable 
à la survie et la prolifération des cardiomyocytes et des fibroblastes. Ils ont également démontré que 
Neat1 est tout de même présent en normoxie dans les cardiomyocytes : son expression est induite par 
le suppresseur de tumeur P53263. Neat1 est donc un important régulateur et une cible thérapeutique 
potentielle dans les maladies vasculaires occlusives transitoires (Cf. figure 16B).  
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Figure 16. Rôle de Neat1 et du paraspeckle dans les pathologies. A : rôle lors de l’infection 
virale ; B : rôle dans les pathologies vasculaires et inflammatoires ; C : rôle dans le cancer.  
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3.4. Rôle dans le cancer 
Le plus grand nombre d’études du rôle de Neat1 a réalisé dans le cadre du cancer. Une première 
étude NEAT1a été réalisée par Choudhry et al. Ces auteurs ont montré que Neat1 est induit en réponse 
à l’hypoxie dans des cellules de cancer du sein ainsi que dans des tumeurs solides, et que cette induction 
passe par le facteur HIF2α plutôt que par HIF1α. Les deux isoformes de HIF ont la capacité de se fixer 
à l’élément HRE du promoteur de Neat1, mais la sélectivité transcriptionnelle se fait en aval : Neat1 
est sensible à la seule extinction de HIF2. L’induction de Neat1 en hypoxie mène à l’assemblage des 
paraspeckles dans ces cellules cancéreuses mais aussi à la rétention de l'ARN F11R. De plus, Neat1 
favorise la prolifération des cellules tumorales et réduit l’apoptose des cellules hypoxiques. Enfin, ces 
auteurs ont montré que les patients atteints du cancer du sein ayant une plus grande expression de 
Neat1 ont de plus faibles chances de survie212. De nombreuses études ont ensuite été effectuées dans 
différents types de cancer. Neat1 peut jouer le rôle d’oncogène tout comme celui de suppresseur de 
tumeur selon le contexte. Globalement l’expression de Neat1 est augmentée dans la plupart des cancer 
hormis les leucémies et myélomes multiples. On le retrouve notamment dans le cancer du poumon, du 
sein, du foie, les cancers ORL et gynécologiques (endomètre, ovaires, cervical), gastrique et colorectal. 
Neat1 y agit par plusieurs biais : en activant par exemple la voie Wnt et la voie AKT. Neat1 jouerait 
aussi le rôle d'éponge à microARN : le long ARN non codant séquestrerait des miARN suppresseurs 
de tumeurs qui ne pourraient plus réguler leur cible ARNm. Ce mode d’action pose question, du fait 
que les miARN sont maturés et pris en charge par le complexe RISC dans le cytoplasme, alors que 
Neat1_2 est strictement nucléaire. Neat1_2 pourrait être exporté dans le cytoplasme comme c'est le 
cas de certains ARN non codants en réponse au stress, ou alors les miARN seraient importés dans le 
noyau suite au stress -via la machinerie SIRC, pour Stress-Induced Response Complex264,265 (Cf. figure 
16C). La transcription des miARN peut aussi être régulée par Neat1 par un changement de la 
méthylation au niveau de leurs promoteurs, comme cela a été démontré pour miR-129266–268. 
L'expression de Neat1 et la formation des paraspeckles sont induits par le suppresseur de tumeur P53, 
alias le "gardien du génome", in cellulo et in vivo. De plus, Neat1 promeut l'installation et le 
développement de tumeurs de la peau, prévient l'accumulation de dommages à l'ADN et sa déplétion 
conduit à un stress réplicatif. Les auteurs de l'étude ont également constaté que le fait de cibler Neat1 
rend les cellules davantage sensibles aux chimiothérapies. Il apparaît aussi que Neat1_2 est un bon 
marqueur de prédiction de la réponse du cancer des ovaires au traitement chimiothérapique au 
platine215. 
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I. L'hypoxie  
L'hypoxie ou manque d'oxygène est un des stress majeur de notre organisme. Les zones hypoxiques 
sont situées dans les tissus ou organes peu vascularisés tels que les vaisseaux lymphatiques, durant 
l’embryogenèse, et lors de pathologies comme l’ischémie cardiaque et le cancer.  
1. Hypoxie et ischémie cardiaque  
1.1. Incidence de l’ischémie cardiaque et processus de réparation 
Les cardiomyopathies peuvent être héritées ou acquises au cours de la vie. Le cœur est affecté et 
ne peut plus efficacement pomper le sang à travers l’organisme. Le taux d’oxygène sanguin décroit, et 
des zones de tissus peuvent se retrouver en hypoxémie, voir en hypoxie. L’anoxie est le troisième 
stade, l’absence d’oxygène, qui conduit à la mort de l’individu si rien n’est entrepris pour résoudre 
l’état de bradycardie ou d’arrêt du cœur. L’ischémie cardiaque est la forme la plus courante de 
cardiomyopathie en occident160 ; elle résulte majoritairement de l’occlusion d’une branche d’artère 
coronaire suite à une athérosclérose. La plaque d’athérome se forme dans l’intima d’une artère suite à 
l’accumulation de lipides, glucides, sang, minéraux. Cette obstruction entraine parfois un accident 
vasculaire ischémique, ou la plaque d’athérome peut se rompre; en découle l’occlusion de l’artère en 
question. L’ischémie est la diminution d’apport sanguin d’une artère à un organe, qui entraine 
l’hypoxie et une augmentation des molécules issues du métabolisme anaérobie ne pouvant être 
éliminées. Cette état entraine l’apoptose et la nécrose des cellules, puis une deuxième phase appelée 
phase inflammatoire va se mettre en place pour l’infiltration des cellules immunes sur le terrain 
nécrosé. Les monocytes, neutrophiles et lymphocytes migrent au niveau du tissu nécrotique pour 
enlever les cellules mortes par phagocytose et dégradation de la matrice extracellulaire. La troisième 
phase est celle du remodelage et de la régénération. Durant cette phase complexe, la zone lésée sera 
réparée par la formation d’un tissu cicatriciel ou zone de fibrose pour combler les cellules perdues par 
nécrose, après migration et différenciation des myoblastes et dépôt de matrice extracellulaire269. La 
revascularisation va permettre l’apport de sang dans la zone ischémique, par façonnage de nouveaux 
vaisseaux (c’est le processus de vasculogenèse) et d’extension de vaisseaux à partir de ceux préexistant 
(angiogenèse), complété par les mécanismes d’artériogenèse et de croissance collatérale. Cet ensemble 
de processus mène à l’établissement d’un réseau vasculaire fonctionnel dans la zone lésée ce qui 
prévient localement de la destruction massive de tissus269.  
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Le système lymphatique cardiaque est également d’une importance cruciale pour la résolution de 
l’ischémie. Le transport lymphatique augmente alors pour limiter l’œdème qui résulte de 
l’hyperperméabilité vasculaire : il charrie les déchets résultant de la nécrose et les métabolites. Notre 
équipe a démontré que le processus de lymphangiogenèse débute deux semaines après l’infarctus du 
myocarde dans la périphérie de la zone ischémique et que celui-ci s’étend au ventricule droit après 6 
semaines270. Cependant lors de l’ischémie cardiaque, le système lymphatique est défectueux, ce qui 
aggrave l’œdème et la dysfonction cardiaque : en effet les vaisseaux lymphatiques nouvellement 
formés sont décrits comme tortueux, dilatés et désorganisés. 
1.2. Réponse (lymph)angiogénique et inflammatoire 
 Les facteurs de croissance angiogéniques et lymphangiogéniques sont les principaux responsables 
de la (néo)formation de ces vaisseaux269. En hypoxie, la première réponse cellulaire est 
transcriptionnelle par le facteur de transcription HIF décrit en partie I. HIF va moduler la réponse à 
l’hypoxie en initiant plusieurs voies de signalisation par la transcription de facteurs impliqués dans la 
néovascularisation et le remodelage : le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire, VEGFA et 
récepteur VEGFR1, CXCL12 (stroma-derived factor 1), l’angiopoiétine 2, et PDGF-BB (platelet-
derived growth factor). Les facteur de croissance des fibroblastes FGF1 et FGF2 sont également des 
angiogènes majeurs. FGF2 participe à l’angiogenèse de même que l’artériogenèse. Mon équipe 
d’accueil a démontré que le FGF2 est induit en hypoxie et dans un modèle d’ischémie de la peau par 
un mécanisme de traduction IRES-dépendante, de façon indépendante de HIF1 en hypoxie précoce169. 
Il a également été utilisé lors d’une expérience de transfert de gène grâce à l’utilisation d’un 
lentivecteur multicistronique pour revasculariser le cœur ischémique et stimuler la fonction cardiaque, 
en combinaison avec la chimiokine cardioprotectrice Apeline et la pompe à calcium SERCA2a160. 
VEGFA quant à lui se fixe sur ses récepteurs à activité tyrosine kinase (VEGFR1 et 2) à la surface des 
cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses, qui à leur tour déclenchent plusieurs voies de 
signalisation résultant en une stimulation de la croissance vasculaire. La molécule de signalisation NO 
(Nitric Oxide), produite par l’enzyme eNOS, est aussi indispensable à l’angiogenèse suite à un 
infarctus du myocarde. Le PlGF (Placenta Growth Factor) est un contributeur indirect à la réponse 
par HIF en augmentant le relargage de NO par la cellule endothéliale, ce qui déclenche 
l’angiogenèse271–273. Le facteur angiogénique VEGFC est lui aussi induit en hypoxie de façon 
indépendante de HIF147. Il se lie aux récepteurs VEGFR2 et VEGFR3 et permet d’augmenter la 
perméabilité vasculaire et le relargage de NO par les cellules endothéliales147,269. HIF1 active 
également des voies de signalisation. C’est notamment le cas de la voie Sonic Hedgehog et de la 
protéine Patched 1 qui induisent les molécules angiogéniques comme VEGFA274. L’intégrine β2 
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interagit avec ICAM-1 et la sélectine E, sur les cellules progénitrices vasculaires, pour faciliter le 
recrutement des cellules progénitrices aux zones hypoxiques275,276. HIF-1α est aussi régulé par le 
facteur de transcription NF-κB, principal modulateur de l’inflammation. L’activation de cette voie en 
condition hypoxique dépend de l’inhibition de la kinase IKKβ par l’hydroxylation de PHD1 (prolyl-
hydroxylase domain protein 1). En effet IKKβ inhibe NF-κB en tant normal277. L’inhibition des PHD 
et la stabilisation de HIF qui en résulte va conduire à l’expression de diverses chimiokines (CCL2, 
CCL5, CX3CL1, CXCL12) lors de l’ischémie du membre alors qu’à l’inverse les cytokines 
inflammatoires telles que TGFβ et IL-β favorise l’activité de HIF-1. Ces chimiokines entrainent le 
recrutement des monocytes et macrophages dans le tissu ischémique269. La néovascularisation des 
tissus ischémiques peut aussi passer par une réponse hormonale : la voie rénine-angiotensine, avec le 
facteur Angiotensine II. Ce facteur induit HIF-1α dans les noyaux des cellules musculaires lisses, 
provoquant à son tour une réponse transcriptionnelle278.  
Le cancer découle de la dérégulation de la prolifération cellulaire résultant de l’inactivation de 
suppresseurs de tumeurs et/ou de l’activation successive d’oncogènes. La tumeur se doit d’être 
vascularisée pour pouvoir se développer au-delà d’un volume de 1 mm3, taille au-delà de laquelle des 
zone hypoxiques naissent : en effet, un déséquilibre apparait entre la consommation et la production 
d’oxygène si la tumeur se situe à une distance de plus de 160-180μm du vaisseau sanguin le plus 
proche279. La néoangiogenèse est indispensable pour le développement de la tumeur primaire et par la 
suite, permet sa dissémination métastatique. Le centre de la tumeur contient un niveau élevé 
d’expression de HIF-1α et HIF-2α et ce niveau d’expression est corrélé avec la mort du patient280,281. 
L’activation d’oncogènes et l’inactivation des suppresseurs de tumeurs permettent la stabilisation de 
HIF, comme c’est le cas pour le suppresseur de tumeur VHL282. Des analyses cliniques 
immunohistochimiques ont montré une corrélation entre le niveau d’expression de HIF, la densité des 
vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que les métastases hématogènes et lymphogènes dans le 
cancer du sein, de l’œsophage, du pancréas et dans le carcinome des cellules squameuses orales279. 
L’hypoxie tumorale va donc stimuler l’expression de facteurs angiogéniques motogéniques (régulant 
le mouvement cellulaire) et mitogéniques (régulant la mitose cellulaire) via la réponse 
transcriptionnelle de HIF (VEGFA, PGF, ANGPT2, CXCL12, HGF, PDGF-B) mais aussi via une 
réponse indépendante de HIF : l’hypoxie tumorale va également activer la voie mTor et la voie UPR283. 
Le facteur angiogénique FGF2 est lui aussi induit indépendamment de HIF en hypoxie169. Le facteur 
angiogénique et lymphangiogénique VEGFC est produit de façon indépendante de HIF147 également. 
L’angiogenèse induite par l’hypoxie tumorale donne des vaisseaux non-fonctionnels à la structure 
2. Hypoxie et cancer 
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anarchique : ils sont tortueux, se terminent parfois par des culs-de-sac, et sont anormalement 
perméables, ce qui est également le cas des vaisseaux lymphatiques induits par l’hypoxie. Aussi cette 
angiogenèse aggrave l’état hypoxique, ce qui en retour provoque une stabilisation accrue de HIF et des 
voies alternatives. Ce mécanisme de boucle rétroactive peut conduire à la résistance thérapeutique aux 
agents antiangiogéniques.  
Parfois, les cellules cancéreuses ont une réponse à l’hypoxie différente de la voie angiogénique, 
appelée le mimétisme vasculogène. Ce sont des cellules tumorales issues du mésoderme, qui ont la 
capacité de former des pseudovaisseaux perfusables et capables de promouvoir la métastase 
hématogène. Ces cellules expriment des gènes appartenant aux voies de signalisation embryonnaires 
et des cellules souches, mais aussi des voies de signalisation vasculaire et de l’hypoxie. Dans ces 
cellules, HIF surexprime TWIST, un facteur important pour la transition épithélio-
mésenchymateuse279,284–286.  
Le système lymphatique n’est pas en reste dans la tumorigenèse et le processus métastatique : les 
vaisseaux lymphatiques sont également un moyen de dissémination privilégié de la tumeur. Le système 
lymphatique est unidirectionnel, et permet en temps normal de drainer les fluides, les lipides et 
macromolécules, ainsi que les cellules du système immunitaire jusqu’à la veine sous-clavière ou il 
rejoint la circulation sanguine. Contrairement au système sanguin, la membrane basale des vaisseaux 
lymphatiques est discontinue, avec une jonction cellulaire fine. La lymphangiogenèse tumorale 
accentue ce phénotype avec des vaisseaux à la lumina large et des jonctions cellulaires espacées : est 
d’autant plus anarchique et les vaisseaux, très perméables, facilitent l’intravasation des cellules 
tumorales279,287. De plus, les cellules endothéliales lymphatiques (CEL) baignent dans un 
environnement hypoxique, voire anoxique, favorisant la formation de nouveaux vaisseaux 279,287.  
II. les facteurs de croissance (lymph)angiogéniques  
1.1. La famille des FGF et leurs récepteurs 
La famille des FGF (facteur de croissance des fibroblastes) regroupe pas moins de 22 membres, du 
FGF1 au FGF23 (le FGF15 n’existant pas chez l’Homme)288. Les prototypes de cette famille, FGF1 et 
FGF2 ont été initialement découverts dans les fibroblastes mais sont cependant produits par plusieurs 
types de cellules, et peuvent agir dans les fibroblastes tout comme les cellules musculaires lisses et les 
cellules endothéliales. Ce sont des facteurs de croissance mitogènes, mais ils ont également des effets 
variés en fonction du type cellulaire et du tissu289,290. Ils sont primordiaux dans le développement 
1. Les facteurs de croissance dans les pathologies 
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embryonnaire, notamment dans le développement neuronal291, et sont impliqués chez l’adulte dans les 
processus de cicatrisation, l’organisation des kératinocytes et l’angiogenèse. Ils ont la capacité de lier 
l’héparine et l’héparane sulfate, aussi on peut les retrouver piégés dans la matrice extracellulaire.  
Le FGF1 (aussi appelé acidic fibroblast growth factor) et le FGF2 (basic fibroblast growth factor) 
ont pour la première fois été identifiés en 1975. Leur nom est tiré de la purification qui a permis de les 
discriminer. Ils lient tous les deux les récepteurs au FGF à activité tyrosine kinase, qui sont au nombre 
de quatre chez les mammifères. Ces derniers se composent de trois domaine Immunoglobulin-like, 
d’une région hydrophobique transmembranaire et d’une queue cytoplasmique portant l’activité 
tyrosine kinase. Le site de liaison du ligand est compris dans les domaines extracellulaires D2 et D3288. 
Contrairement aux autres membres de la famille, FGF1 et FGF2 (pour l’isoforme de 18 kDa) ne 
possèdent pas de séquence de sécrétion, ils sont donc sécrétés par une voie non canonique n’impliquant 
pas le golgi292–294. Ils permettent la prolifération des cellules endothéliales et leur migration et 
organisation pour la formation de structures tubulaires.  
Le FGF1 est exprimé par les cellules musculaires lisses et les cardiomyocytes. Il est impliqué dans 
la régénération et le développement musculaire et est induit par un couplage entre la transcription et la 
traduction durant la myogenèse165. De plus il induit l’angiogenèse cardiaque295. Le FGF2 quant à lui 
promeut le développement vasculaire collatéral dans un modèle canin d’occlusion des coronaires, mais 
aussi plus récemment son rôle proangiogénique a été démontré chez différentes espèces y compris 
l’homme dans un contexte d’ischémie du myocarde296–298. Il a un effet autocrine dans la prolifération, 
la survie et la migration des cellules endothéliales299,300. Dans le cancer, FGF1 et FGF2 favorisent 
l’angiogenèse301,302. FGF1 est induit en particulier dans le cancer du poumon par un long ARN non-
codant, RAB1A-2303. L’inhibition de BRAF/MEK dans le mélanome conduit à la sénescence 
cellulaire, à l’activation de la voie PI3K et à l’induction de l’expression de FGF1 qui va à son tour, de 
manière autocrine et paracrine, promouvoir la survie et stimuler les cellules adjacentes vers la 
tumorigenèse. De façon intéressante, FGF1 et FGF2 sont tous deux induits par la voie UPR dans le 
mélanome304,305. De plus, FGF1 provoque la résistance aux chimiothérapies dans le cancer ovarien en 
favorisant la survie cellulaire mais également la migration, la prolifération et l’invasion des cellules 
tumorales par la voie FGF1/FGFR4306,307. Le FGF1 est exprimé en corrélation avec la podoplanine -
un marqueur des cellules endothéliales lymphatiques, dans le carcinomes des poumons des cellules 
squameuses. Cette co-expression est corrélée avec un mauvais pronostique pour les patients308. Enfin, 
FGF1 et FGF2 sont induits par l’ischémie et l’hypoxie, plus particulièrement au niveau traductionnel : 
en effet les ARNm de ces deux facteurs de croissance possèdent des structures IRES160,169,309,310.  
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1.2. La famille des VEGF et leurs récepteurs 
La famille des VEGF (facteurs de croissance de l’endothélium vasculaire) regroupe 5 membres 
chez les mammifères, le VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD et le PGF (Placenta-like Growth Factor). 
Les récepteurs de ces facteurs de croissance sont VEGFR1, 2 et 3, des récepteurs à activité tyrosine 
kinase situés à membrane plasmique des cellules endothéliales. Ils présentent sept domaines 
immunoglobulin-like extracellulaires, une région transmembranaire et une queue cytoplasmique 
arborant l’activité tyrosine kinase. La liaison de leur ligand provoque la dimérisation du récepteur et 
leur activation par transphosphorylation311.  
VEGFA, aussi appelé Facteur de Perméabilité Vasculaire, est un facteur mitogénique des cellules 
endothéliales, et de ce fait, angiogénique. Il se lie aux récepteurs VEGFR1 et 2, ce qui déclenche la 
prolifération, la migration, la survie et la dégradation de la matrice extracellulaire, mais aussi la 
perméabilité vasculaire et le branchement des vaisseaux dans le parenchyme de l’organe (c’est-à-dire 
les tissus constituant les parties fonctionnelles, la plupart du temps vitales, de l’organe en question). 
L’expression de VEGFA et de ses récepteurs dépend majoritairement de l’activité transcriptionnelle 
de HIF en hypoxie.  
Le PGF est lui aussi induit par HIF. Il se lie à VEGFR1 pour stimuler la prolifération des cellules 
endothéliales et murales (les cellules musculaires lisses vasculaires et les péricytes). Il augmente 
l’expression de VEGFA, PDGF-B et FGF2, et de plus induit le recrutement des progéniteurs 
hématopoiétiques dans le microenvironnement tumoral tout en stimulant la motilité des cellules 
cancéreuses et l’invasion stromale. Le PGF peut aussi promouvoir la normalisation des vaisseaux, 
c’est-à-dire le renforcement des capillaires angiogéniques, ce qui permet d’améliorer la perfusion et 
l’oxygénation de la tumeur, la rendant plus sensible aux thérapies anti-VEGF ou VEGFR2312,313. Dans 
les tissus ischémiques, la liaison de PGF au VEGFR1 induit la néovascularisation314.  
Le VEGFB se lie au récepteur VEGFR1, tout comme PGF. Lors de l’ischémie cardiaque, son 
expression est augmentée. Dans un nombre de tissu restreint comme les vaisseaux coronaires 
épicardiques il peut, plutôt que promouvoir l’angiogenèse, contrôler la survie des cellules musculaires 
lisses et des cellules endothéliales dans la paroi du vaisseau315.  
VEGFC et VEGFD sont les principaux facteurs lymphangiogéniques, se liant au récepteur 
VEGFR3 dans les CEL. Ils peuvent également se lier à VEGFR2 pour induire la prolifération et 
migration dans les cellules endothéliales. VEGFD a un fort effet angiogénique, artériogénique et 
lymphangiogénique dans le muscle squelettique ischémique et il permet d’augmenter la perfusion du 
myocarde316. Dans le cancer, en plus de permettre la lymphangiogenèse tumorale, VEGFC et VEGFD 
provoquent des changement structuraux des vaisseaux lymphatiques en périphérie de la tumeur. Ils 
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peuvent également induire la dilatation des lymphatiques drainants au niveau proximal ou distal d’un 
ganglion lymphatique sentinelle317,318. Ces facteurs de croissance sont de plus exprimés par les 
fibroblastes associés aux tumeurs et par les cellules immunes, ce qui contribue à la progression du 
cancer. L’expression de VEGFC et VEGFD est corrélée positivement avec la dissémination 
métastatique. L’expression de leur récepteur, VEGFR3, est limitée aux CEL. Cependant durant la 
tumorigenèse VEGFR3 est induit dans les CEL, et cellules endothéliales vasculaires sanguines dans 
certaines tumeurs319,320. L’équipe a montré que l’expression du VEGFC est induite lors de l’hypoxie 
tumorale indépendamment de HIF1α : malgré une diminution du niveau de son ARNm, sa synthèse 
protéique augmente. Cette hausse de la traduction est contrôlée par l’IRES présent dans son 5’UTR147. 
2.1. Les IRES et ITAF des facteurs angiogéniques et lymphangiogéniques 
Comme vu dans les paragraphes précédents, les principaux FGF et les VEGF sont des facteurs 
angiogéniques et lymphangiogéniques impliqués dans de nombreux processus physiologiques et 
pathologiques, et leur expression est altérée en cas de stress. Le point commun de tous ces facteurs est 
qu’ils possèdent une structure IRES dans leur ARNm. Certains, comme le VEGFA, en possèdent 
même deux. Dans cette partie nous décrirons les IRES des FGF1 et 2, ainsi que des VEGFA, C et D, 
étudiés au cours de ma thèse, ainsi que les ITAF identifiés pour réguler ces structures en cas de stress.  
FGF1 
Le gène FGF1 exprime une seule isoforme protéique de 17 kDa. Cependant, quatre promoteurs 
tissus-spécifiques génèrent quatre transcrits contenant des 5’UTR différents, résultats d’épissages 
alternatifs conservés chez les mammifères. Le premier exon est promoteur-spécifique, ainsi les 4 
transcrits commencent par un exon 1A, 1B, 1C ou 1D. Les transcrits « majeurs » A et B sont 
indispensables à la survie et à la maintenance cellulaire notamment des cellules cardiaques et 
neuronales. Quant aux transcrit C et D, ils sont exprimés lors de conditions bien précises comme la 
stimulation hormonale ou de sérum. Les différents 5’UTR mesurent respectivement 432, 147, 149 et 
92 nucléotides (nt) (Cf. figure 17A).  
Des structures IRES ont été identifiées par l’équipe dans les transcrits A et C du FGF1. In vitro et 
in vivo, l’activité de l’IRES varie grandement : en culture cellulaire, l’activité des « leaders » A et C 
est équivalente, alors que chez la souris le leader A arbore une forte activité a contrario du leader C. 
L’IRES A minimal a été défini par mutagenèse : il est compris entre 269 et 387 nt depuis l’extrémité 
2. Régulation de la traduction des facteurs de croissance 
(lymph)angiogéniques en réponse à l'hypoxie 
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5’. Une séquence indispensable à son fonctionnement se situe entre le 269e et le 303e nt, et les 
séquences en amont et aval de l’IRES minimum (214-269 et 387-432) permettent d’augmenter son 
activité. De plus la distance entre l’IRES et l’AUG étant flexible, l’IRES ne semble pas adopter de 
point d’initiation précis : cela suggère un scanning après recrutement du ribosome156. Le 5’UTR de 
l’IRES FGF1 est assez conservé entre l’homme et la souris : 70% d’homologie, certaines séquences 
étant à 100% conservées, la plupart sont situées dans l’IRES minimum. Le domaine DII, compris entre 
le 276e et le 299e nt est conservé chez plusieurs mammifères tant sur le plan structural qu’au niveau de 
la séquence. Cette tige-boucle est responsable à elle seule de 50% de l’activité de l’IRES. Elle est 
probablement le lieu de recrutement d’un ITAF156.  
Durant la myogenèse, le promoteur A est activé et le transcrit A est généré. De plus, l’IRES porté 
par ce transcrit est activé lors de la différenciation et régénération des cellules musculaires in vitro et 
in vivo. Enfin, l’activité de l’IRES est couplée à la transcription : le promoteur A muté entraine une 
forte baisse de l’activité de l’IRES du FGF1165. Ce couplage transcription-traduction est contrôlé par 
deux protéines, p54nrb et hnRNPM : en effet notre équipe a montré que ces deux protéines avaient la 
capacité de se fixer au promoteur du FGF1 pour induire la transcription du gène lors de la 
différenciation des myoblastes. Elles se retrouvent ensuite couplées à l’IRES du FGF1 avant export 
dans le cytoplasme de l’IRESome au sein duquel elles jouent un rôle d’ITAF174. De façon intéressante, 
ces protéines sont également des composants du paraspeckle comme mentionné en partie II. Y aurait-
il un lien entre la traduction IRES-dépendante et le paraspeckle ? Cette question fait l’objet du chapitre 
II de la présente thèse. Dernièrement, l’équipe a montré que l’IRES du FGF1 est actif durant l’ischémie 
du membre inférieur et l’ischémie cardiaque chez la souris. Cet IRES a été utilisé dans le cadre d’une 
thérapie génique de l’ischémie cardiaque, basée sur un lentivecteur multicistronique permettant une 
expression combinée de gènes médicaments160,161.  
FGF2  
Le FGF2 exprime cinq isoformes protéiques générées à partir de codon initiateurs alternatifs, dont 
quatre CUG non-canoniques321,322. Il existe le FGF2 LMW (bas poids moléculaire) de 18 kDa codé à 
partir du codon AUG à 584 nt de l’extrémité 5’, et les FGF2 HMW (haut poids moléculaire) de 24, 
22,5 22 et 34 kDa chez l’Homme, respectivement codés par les codons CUG à 320, 347, 362, et 86 nt 
de l’extrémité 5’ (Cf. figure 17B). 
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Figure 17. Régulations transcriptionnelle et traductionnelle des facteurs de croissance des 
fibroblastes FGF1 et FGF2 et du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire VEGFA.  
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Deux isoformes de 21 et 22 kDa sont présentes chez la souris323. L’expression de ces différentes 
isoformes diffère selon le tissu, de même que leur fonction162.  
Notre équipe a identifié un IRES dans le 5’UTR du FGF2, entre les nt 154 et 319324. L’activité de 
l’IRES du transcrit avec l’AUG initiateur est constitutive dans les lignées cellulaires. En revanche les  
isoformes FGF2 HMW (CUG1, 2 et 3, la forme de 86 kDa étant exprimée de façon coiffe-dépendante) 
sont exprimées via la traduction IRES-dépendante en réponse au stress et à la densité cellulaire. 
Créancier et al ont généré une souris transgénique exprimant le rapporteur bicistronique Lucky-Luke 
(Cf. Méthodes d’étude des IRES et contrôles » partie II.3.2) avec l’IRES du FGF2. Ils ont montré 
que l’activité de l’IRES du FGF2 est tissu-spécifique, contrairement à l’IRES viral EMCV126.Son 
activité est forte dans le cœur et le cerveau de l’embryon, alors que chez l’adulte il est actif uniquement 
dans le cerveau et les testicules. Cependant l’IRES du FGF2 est actif dans la plupart des lignées 
cellulaires tissulaires, ce qui signifie que son activité dépend du statut de la cellule : l’état prolifératif, 
la différenciation, le stress. Son activité in vivo est conservée dans un même tissu entre différentes 
espèces (humain, souris, singe, hamster)162.  
L’IRES du FGF2 est activé dans l’ischémie de la peau. En revanche, l’ARNm de FGF2 baisse en 
hypoxie de manière concomitante à HIF1α, ce qui signifie que l’augmentation de l’expression de FGF2 
ne dépend pas de HIF1 . Cependant, il existe une collaboration entre ces deux protéines : ils sont 
inhibiteur mutuels en hypoxie précoce, tandisqu’en hypoxie tardive ils amplifient l’un l’autre leurs 
expression en une boucle de régulation positive169. L’IRES du FGF2 est régulé par l’ITAF hnRNPA1. 
Cet ITAF, qui contrôle de nombreux IRES, est une protéine-navette entre le noyau et le cytoplasme, 
présente au sein des paraspeckles notamment en cas d’hypoxie (Cf partie II)177.  
VEGFA 
Le VEGFA ne présente pas moins de 16 isoformes protéiques, générées par épissage alternatif de 
ses 8 exons à partir de 6 transcrits : VEGF111, VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 et VEGF206, 
mais aussi VEGF-X découvert plus récemment325. L’ARNm du VEGFA possède un 5’UTR 
anormalement long et structuré, mesurant environ 1000 nt, ce qui est un facteur inhibiteur pour 
l’initiation de la traduction par le mécanisme canonique. Or, la traduction de cet ARN est coiffe-
indépendante. Deux IRES ont été découverts dans le 5’UTR : l’IRES A se situe entre 745 et 846 nt en 
aval de l’extrémité 5’, dans les 300 nt en amont de l’AUG initiateur, l’IRES B quant à lui se situe des 
nt 91 à 483148 (Cf. figure 17C).  
Deux domaines sont indispensables au fonctionnement de l’IRES A, l’un de 745 et 855 environ, et 
l’autre des nt 858 à 907 en amont du codon initiateur. Etant situé à proximité de l’AUG initiateur, cet 
IRES doit permettre le recrutement du ribosome et l’initiation de la traduction sans balayage. L’IRES 
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B a besoin d’une séquence minimale de 379 à 483 pour fonctionner, et son activité est maximisée avec 
sa séquence du nt 91 au 134148. Il a par la suite été démontré que quatre CUG pouvant potentiellement 
initier la traduction se situent entre les deux IRES dans le même cadre de lecture que l’AUG109. L’IRES 
B initie la traduction au premier codon CUG, générant ainsi une isoforme protéique long de 206 acides 
aminés supplémentaires en N-terminal, le L-VEGF. Le L-VEGF est subséquemment clivé en un 
fragment de 23 kDa et un autre faisant la taille de la protéine canonique initiée à l’AUG. La protéine 
canonique et le fragment carboxy-terminal du L-VEGF sont sécrétés, ce qui n’est pas le cas du 
fragment N-terminal qui conserve une localisation intracellulaire109. Un autre niveau de régulation 
vient s’ajouter quant à l’utilisation de l’IRES A : la composition exonique du transcrit est déterminante 
pour promouvoir ou non l’utilisation du codon AUG à partir de l’IRES A326. Enfin, l’IRES est activé 
lors de l’ischémie du membre inférieur168 et est régulé par deux ITAF : 4EBP1 et le facteur d’initiation 
de la traduction eIF4G1170, deux protéines en lien avec la machinerie de synthèse protéique.  
VEGFC 
Le VEGFC est une protéine dimérique maturée de façon post-traductionnelle par clivage 
protéolytique. D’une taille de 58 kDa, la forme non-clivée, le VEGFC passe à une forme intermédiaire 
inactive constituée de deux chaines polypeptidiques de 29 kDa et 31 kDa reliées par un pont disulfure, 
pour finir par une forme mature et sécrétée. Cette dernière est capable de lier les récepteurs à activité 
tyrosine kinase VEGFR2 et VEGFR3327. L’équipe a montré que le VEGFC possède un IRES dans son 
5’UTR qui peut induire la synthèse protéique du transcrit dans les tumeurs en hypoxie. Cette 
augmentation de VEGFC est indépendante de HIF1α.147 Trois zones du 5’UTR sont hautement 
conservées entre l’homme et la souris, et deux de ces motifs arborent une structure similaire entre les 
deux espèces. Sachant que, chez l’homme et la souris, elles se situent à la même distance du codon 
initiateur, ce sont des séquences potentielles de liaison avec les ITAF. Aucune protéine ni ARN jouant 
ce rôle n’a à ce jour été identifiée.  
VEGFD 
Le transcrit du VEGFD possède 8 exons. Cette protéine a une structure très proche de celle de 
VEGFC, et son processus de maturation par clivage se passe de la même façon. Pourtant le VEGFD a 
été moins étudié que le VEGFC, à cause de l’absence de phénotype de la souris invalidée pour le 
facteur de croissance328. L’équipe a montré que le transcrit possède un IRES dans son 5’UTR, activé 
lors du choc thermique dans les lignées de cellules de cancer du sein murin métastatiques et non-
métastatiques (4T1 et 67NR). Deux structures alternatives ont été dessinées pour l’IRES. La nucléoline 
a été identifiée en tant qu’ITAF de l’IRES de VEGFD grâce à des expérience de résonance 
 
 
89 Introduction – Partie III : L’hypoxie dans les pathologies ischémiques et le cancer 
plasmonique de surface couplée à la spectrométrie de masse. Elle se trouve délocalisée du noyau dans 
le cytoplasme lors du choc thermique de 37°C à 42°C, pour promouvoir l’activation de l’IRES de 
VEGFD145.  
2.2. Les ITAF-régulons et l'hypoxie 
Comme nous l’avons vu, les FGF1 et 2 ainsi que les VEGFA, C et D régulent à différents niveaux 
la mise en place des vaisseaux sanguins et lymphatiques lors du développement embryonnaire et chez 
l’adulte. Ils sont également actifs lors de pathologies comme l’ischémie cardiaque et le cancer. Ces 
facteurs de croissance doivent agir de concert, la balance entre facteurs pro- et anti-angiogéniques et 
lymphangiogéniques est subtile et le maintien d’un équilibre est primordial pour une réponse adaptée 
au microenvironnement. Aussi, une régulation fine de l’expression de ces facteurs est nécessaire : la 
traduction IRES-dépendante est un moyen de répondre rapidement et sélectivement à un stress et de 
prioriser l’utilisation de l’énergie de la cellule. Les ITAF formant l’IRESome sont donc des acteurs 
cruciaux de la réponse traductionnelle en cas de stress. Notamment, les deux IRES de l’ARNm p53 
sont contrôlés par non moins de 16 ITAF en fonction du stimulus appliqué134,329. Un même ITAF peut 
également réguler plusieurs IRES : hnRNPA1 par exemple régule 11 IRES en réponse à des stress 
variés134. Lors du développement, les gènes HOX sont contrôlés par des IRES eux-mêmes régulés par 
la protéine ribosomique RPL38131. Dans ce cas on peut dire que les ITAF agissent en tant que 
« régulons » de l’activité des IRES.
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Durant cette introduction, nous avons fait un tour d’horizon des différentes régulations de 
l’expression des gènes en cas de stress, dès l’étape de transcription, en passant par la maturation et la 
stabilité de l’ARNm, la traduction et plus particulièrement son initiation. Nous nous sommes intéressés 
aux structures d’ARN IRES ayant la faculté de contrôler la synthèse protéique dans un contexte 
défavorable à la traduction par le mécanismes canonique. Nous avons également décrit le paraspeckle, 
un corps nucléaire se formant en réponse aux stimuli physiologiques et aux stress, impliqué lui aussi 
dans la régulation de l’expression des gènes. les paraspekles sont structurés par un long ARN non-
codant Neat1, induit en hypoxie dans les cardiomyocytes et cellules cancéreuses. De façon 
intéressante, nous avons vu que Neat1 promeut la survie des cardiomyocytes et la prolifération des 
fibroblastes dans le cœur ischémique et est de plus un marqueur de mauvais pronostique de survie pour 
les patient atteint de cancer. Nous avons de plus souligné que de nombreuses protéines associées au 
paraspeckle sont aussi des ITAF. Enfin, le rôle des différents facteurs de croissances angiogéniques et 
lymphangiogéniques ainsi que leur IRES et ITAF ont été décrits dans un contexte d’ischémie cardiaque 
et de cancer.  
Les IRES sont des acteurs cruciaux de l’expression des gènes en réponse aux stress dans les 
pathologies. Ils ont pourtant été peu étudiés dans l’ischémie cardiaque. Aussi des questions émergent : 
la régulation des gènes en réponse à l’ischémie survenant après un infarctus se ferait-elle au niveau 
transcriptionnel ou traductionnel dans les cardiomyocytes ? De quelle façon les IRES des facteurs 
angiogéniques et lymphangiogéniques sont impliqués dans la réponse à l’ischémie ? Pour répondre à 
ces questions, durant ma thèse, je me suis intéressée dans un premier temps à l’activité traductionnelle 
des cardiomyocytes en hypoxie. Dans ce sujet qui fait l’objet d’un article dont je suis co-premier 
auteur, nous nous demandons si les IRES des facteurs FGF1, FGF2, VEGFAa, Ab, C et D ainsi que 
les IRES non-angiogéniques c-myc et EMCV sont activés dans les cardiomyocytes en réponse à 
l’hypoxie. Nous avons également cherché des ITAF pouvant contrôler ces IRES en hypoxie. Cet article 
fait l’objet du premier chapitre de ma thèse.  
Les ITAFs contrôlant les IRES des facteurs (lymph)angiogéniques ont été peu étudiés. il est 
pourtant important que ces ITAF soient connus et leur mécanisme d’action décrypté : on pourrait 
imaginer qu’une réponse concertée d’un ensemble d’IRES en hypoxie serait contrôlée par un facteur 
commun. Existerait-il un ITAF de l’hypoxie, capable de réguler l’ensemble des IRES de facteurs 
angiogéniques et lymphangiogéniques pour déclencher la (lymph)angiogenèse en réponse à l’hypoxie 
ischémique ou cancéreuse ? Une telle découverte ferait de cet ITAF une cible privilégiée pour les 
thérapies pro-(lymph)angiogéniques dans le cas de l’ischémie cardiaque et anti-angiogénique dans le 
cas du cancer. Ainsi, dans une deuxième étude qui est le cœur de ma thèse, j’ai cherché à identifier un 
ITAF régulant cet ensemble d’IRES en hypoxie. Dans un travail antérieur, l’équipe a identifié ITAF 
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deux ITAF de l’IRES du FGF1 p54nrb et hnRNPM, qui sont également deux protéines des paraspeckles. 
J’ai donc cherché à savoir si le paraspeckle et le long ARN non-codant Neat1 sont impliqués dans la 
traduction IRES-dépendante dans les cardiomyocytes en hypoxie. Cette étude est décrite dans le 
second chapitre de ma thèse.  
Enfin dans le troisième chapitre, je présente mon étude de la régulation de la traduction IRES-
dépendante du facteurs angiogénique FGF1 dans les cellules de carcinome mammaire métastatique et 
non-métastatique 4T1 et 67NR. Grâce à la conception et à la production d’un outil moléculaire 
d’interférence ARN, le micro-ARN artificiel exprimé par un lentivecteur, j’ai réprimé le long ARN 
non-codant Neat1 dans la lignée 67NR et étudié l’effet de cette extinction sur l’activité de l’IRES du 
FGF1 en normoxie et hypoxie.  
L’objectif de ce travail de thèse est de comprendre davantage le mécanisme impliqué dans le 
contrôle de la synthèse des facteurs de croissance angiogéniques et lymphangiogéniques en hypoxie 
dans le cardiomyocyte lors de l’hypoxie cardiaque, et dans l’hypoxie tumorale. L’identification d’un 
ITAF commun aux différents IRES des facteurs (lymph)angiogéniques régulant leur activation en 
hypoxie permettrait de cibler ce mécanisme alternatif de synthèse protéique à des fins thérapeutiques. 
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ors de l'ischémie cardiaque, l'hypoxie générée par occlusion d'une branche d'une artère 
coronaire est un stress régulateur de l'expression des gènes. Les processus d'angiogenèse et 
lymphangiogenèse surviennent alors pour reperfuser la zone lésée, charrier les déchets 
générés par la nécrose du tissu et faire circuler les cellules immunes. Une première réponse de la cellule 
passe par le facteur de transcription HIF, stabilisé en hypoxie, ciblant le gène majeur de l'angiogenèse 
VEGFA278,328. Cependant, deux autres facteurs angiogéniques et lymphangiogéniques, VEGFC et 
FGF2, sont également induit lors de l'hypoxie de façon indépendante de HIF par un mécanisme 
traductionnel. On constate donc que la régulation de l'expression des gènes par l'hypoxie se fait à 
différents niveaux. Des IRES (Internal Ribosome Entry Sites) sont présents dans le 5'UTR des ARNm 
des facteurs angiogéniques et lymphangiogéniques VEGFA, VEGFC, FGF2, mais aussi FGF1 et 
VEGFD. Ces structures tridimensionnelles permettent une initiation traductionnelle dans un contexte 
de stress qui équivaut à un blocage global de la synthèse protéique134. Aussi nous nous sommes 
demandés dans cette étude à quel niveau les gènes (lymph)angiogéniques et de réponse aux stress sont 
régulés lors de l'ischémie cardiaque dans les cardiomyocytes et si ce mécanisme implique les IRES. 
Nous avons donc étudié grâce à une puce qPCR l'expression du transcriptome de 96 de ces gènes, mais 
également du traductome à partir de polysomes c'est à dire d'ARN en interaction avec les ribosomes, 
isolés sur gradient de sucrose. Cette expérience a été réalisée dans une lignée de cardiomyocytes 
immortalisés, les HL-1, placée en normoxie ou hypoxie. Les résultats suggèrent, de façon étonnante, 
que ces gènes sont majoritairement régulés au niveau traductionnel si on exclut les cibles connues de 
HIF. Etant donné que plusieurs des gènes étudiés possèdent des IRES dans leur ARNm, nous avons 
fait l'hypothèse que ces gènes seraient régulés via leur structure IRES permettant l'entrée interne de 
ribosome. Aussi nous avons étudié l'activité des IRES des gènes (lymph)angiogéniques et de gènes 
non liés à la lymphangiogenèse grâce à un rapporteur bicistronique exprimé par lentivecteur. Nous 
avons pu mettre en évidence que les IRES des facteurs (lymph)angiogéniques sont activés en hypoxie 
précoce dans les cardiomyocytes et qu'une hypoxie plus tardive active les IRES du proto-oncogène 
cmyc et l'IRES viral EMCV. Par la suite, nous avons cherché à identifier un facteur qui régule ces 
IRES en hypoxie, un ITAF (IRES-Trans-Acting Factor). Grâce à la méthode de BIA-MS 
précédemment mise au point dans l'équipe174, nous avons identifié la vasohibine 1 (VASH1) fixée à 
l'IRES du FGF1, protéine décrite comme sécrétée et anti-angiogénique mais aussi comme protéine de 
tolérance au stress et pro-survie. Nous avons ensuite démontré que VASH1 régule positivement 
l'activité de l'IRES FGF1 en hypoxie, et que sa déplétion impacte la localisation des gènes étudiés 
précédemment aux polysomes de façon positive ou négative. Nous avons donc identifié un nouveau 
régulateur de la réponse au stress dans les cardiomyocytes agissant au niveau traductionnel, le 
mécanisme précis restant à élucider.  
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SUPPLEMENTARY FILE LEGENDS. 
 
Figure 1- figure supplement 1. Transcriptome of regulation in hypoxic cardiomyocytes.  
Total RNA was purified from HL-1 cardiomyocytes submitted to increasing times from 5 min to 
24 h of hypoxia at 1% O2, as well as from normoxic cardiomyocytes as a control. cDNA was 
synthesized and used for a Fluidigm deltagene PCR array dedicated to genes related to 
(lymph)angiogenesis or stress (Sup File 6). Relative quantification (RQ) of gene expression during 
hypoxia was calculated using the 2-ΔΔCT method with normalization to 18S and to normoxia. The 
percentage of repressed (red), induced (green) and non-regulated (blue) mRNAs is shown for the 
earlier times of the kinetics. The later times are shown in Fig. 1. The threshold was set at 1.5 as in 
figure 1. The detailed values for all the times of the kinetics are presented in Sup File 1. 
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Figure 2-figure supplement 1. Capillary electrophoresis immunodetection of 4E-BP1 and 
eIF2 .  
A-C 4E-BP1 expression (A) and phosphorylation (B), as well as eIF2  expression (C) in 
normoxia and hypoxia (8 h) were analysed and quantified by capillary Simple Western, as described 
in Mat. & Meth. The quantified values, expressed in arbitrary units of luminescence (AUC) are 
normalized to total proteins. Analysis of eIF2  phosphorylation is shown in Figure 2. Three 
independent experiments were done; a representative experiment is shown. 
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Figure 3-figure supplement 1. Transcriptome of IRES-containing mRNAs in hypoxic 
cardiomyocytes.  
RQ values for IRES-containing mRNA transcriptome kinetics extracted from the PCR arrays 
shown in Sup File 1. The gene Aplnr (apelin receptor) was chosen as a control without an IRES. 
Relative quantification (RQ) of gene expression in hypoxia was calculated using the 2-ΔΔCT method 
with normalization to 18S and to normoxia. Standard deviation is indicated. When the RQ value is 
inferior to 1, the fold change is expressed as -1/RQ. ND means “non detected”.  
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Figure 5-figure supplement 1. Conservation of predicted RNA binding domains in mouse 
and human vasohibin-1.  
A-B RNA binding domains in mouse (A) and human (B) VASH1 proteins were predicted using 
BindN software (https://omictools.com/bindn-2-tool) 
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Figure 7-figure supplement 1. VASH1 half life is superior to 24 h. 
A-C VASH1 half-life determination experiment were performed by blocking protein synthesis 
with cycloheximide at 10 μg/mL, with time-course points at 0 h, 4 h, 6 h, 8 h, 16 h and 24 h. VASH1 
(A) and P21 (B) protein stability was measured by capillary Simple Western with normalization to 
0 h time-course point. P21 was used as a control for its short half-life (C). Three independent 
experiments were performed. A representative experiment is shown. 
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Supplementary File 1. Transcriptome of (lymph)angiogenic factor genes in hypoxic HL-1 
cardiomyocytes. 
Total RNA was purified from HL-1 cardiomyocytes submitted to increasing times from 5 min to 
24 h of hypoxia at 1% O2, as well as from normoxic cardiomyocytes as a control. cDNA was 
synthesized and used for a Fluidigm deltagene PCR array dedicated to genes related to 
(lymph)angiogenesis or stress (Supplementary File 6). Analysis was performed in three biological 
replicates (cell culture well and cDNA), each of them measured in three technical replicates (PCR 
reactions). Relative quantification (RQ) of gene expression in hypoxia was calculated using the 2-ΔΔCT 
method with normalization to 18S and to normoxia. Standard deviation is indicated. When the RQ 
value is inferior to 1, the fold change is expressed as -1/RQ. ND means “non detected”. “-“ means that 
the gene was not included in the array.  
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Supplementary File 2. Translatome of (lymph)angiogenic factor genes in hypoxic HL-1 
cardiomyocytes. Polysomes were purified on sucrose gradient from HL-1 cardiomyocytes either in 
normoxia or after 4 h or 24 h of hypoxia at 1% O2, as described in Materials and Methods. RNA was 
purified from polysome-bound and from cell lysate (before gradient loading). cDNA and PCR array 
was performed as in Figure 1 and in Sup File 1. Relative quantification (RQ) of gene expression in 
hypoxia was calculated using the 2-ΔΔCT method (polysomal RNA/total RNA normalized to normoxia). 
The 4 h time of hypoxia array was repeated in two independent arrays (RQ1 and RQ2). The values 
presented in Figures 2 and 3 correspond to RQ1 values. In Figure 6 A and 6 B, values are from RQ2. 
For RQ1, gene expression analysis was performed in three biological replicates (cell culture well and 
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cDNA), each of them measured in three technical replicates (PCR reactions). For RQ2 (4 h and 24 h), 
analysis was performed in two biological replicates, each of them measured in two technical replicates. 
Standard deviation is indicated. When the RQ value is inferior to 1, the fold change is expressed as -
1/RQ. ND means “non detected”. “-“ means that the gene was not included in the array.  
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Supplementary File 3. IRES activities at different times of hypoxia in HL-1 cells. 
Luciferase activity values and IRES activities corresponding to the experiments presented Figure 
4. 
A Kinetics of FGF1 IRES activity from 30 min to 24 h. 
B-I  Activities of the different IRES at 4 h, 8 h and 24 h of hypoxia. 
J  Negative control with a lentivector containing a hairpin (no IRES) between the two luciferase 
cistrons. 
For each IRES and for each time, nine biological replicates were performed (n=9). Each biological 
replicates corresponds to the mean of three technical replicates. Means, standard deviation (SD) and 
Mann-Whitney P values comparing IRES activities in hypoxia and in normoxia were calculated. The 
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means are reported in the histograms of Figure 4. P-value significance is indicated: *p<0.05, **p<0.01, 
***<0.001, ****p<0.0001. 
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Supplementary File 4. BIA-MS analysis of IRES-bound proteins in hypoxic cardiomyocytes.  
A-C Total cell extracts from normoxic or hypoxic HL-1 cardiomyocytes were injected into the 
BIAcore T200 optical biosensor device where biotinylated IRES RNAs had been immobilized. The 
list of bound proteins identified by mass spectrometry (LC-MS/MS) after tryptic digestion is shown 
for FGF1 (A), VEGF-Aa (B) or EMCV (C) IRESs, respectively. The score and the number of spectra 
and peptides identified are indicated. For each time of hypoxia, cells were cultivated the same time in 
normoxia as a control (normoxia 4 h and 8 h).  
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Supplementary File 5. Knockdown of VASH1 in HL-1 cells. 
HL-1 cells transduced by the different IRES-containing lentivectors were transfected with siRNA 
SiVASH of SiControl and submitted to 8 h of hypoxia. Luciferase activity and IRES activities (ratio 
LucF/LucR x 100) were measured. For each IRES, nine biological replicates were performed with 
SiVASH1 or SiControl (n=9). Each biological replicate corresponds to the mean of three technical 
replicates. Means, standard deviation (SD) and Mann-Whitney P values comparing IRES activities 
with SiVASH1 or SiControl were calculated. 
IRES activities corresponding to means of all biological replicates are reported in the histograms 
of Figure 7. P-value significance is indicated: *p<0.05, **p<0.01, ns=non significant. 
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Supplementary File 6. List of genes and primer couples used in the Fluidigm Deltagene PCR 
array.  
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Supplementary File 7. VASH1 depletion has both activating and inhibiting effects on mRNA 
recruitment into polysomes. 
HL-1 cardiomyocytes were treated with siVASH1 of by siControl and submitted to 8 hours of 
hypoxia or maintained in normoxia (see also Fig. 8). RNA was purified from polysome fractions and 
from cell lysate before loading. cDNA and PCR array were performed as in Figure 1. Relative 
quantification (RQ) of gene expression during hypoxia was calculated using the 2-ΔΔCT method with 
normalization to 18S rRNA and to SiControl. mRNA levels (polysomal RNA/total RNA) are shown. 
When the RQ value is inferior to 1. the fold change is expressed as -1/RQ. “ND” means that RNA was 
not detected. 
 
A/ 
taaACTAGACGCGCTCTCCGTGAACTAGCGTAGCTGACCGATATCGGTCAGCTACGCT
AGTTCACGGAGAGCGCGACTAGTGGATCCatg    
B/ 
siControl (5’ -> 3’) siVASH1 (5’->3’) 
ACCAAAUGUACAGCUGAUU GACACUAGGACCCUUAAAU 
ACCAAAUGUACAAAAGACU CGAAGUUCUGGAUAAAGAG 
ACCAAAUGUACAAAAGGAU CCCUCCUGGACUACAUGUU 
ACCAAAUGUACAACACACU CAUGUUAGUGUGUCCCUGU 
 
Supplementary File 8. Hairpin and siRNA sequences.  
A  Sequence of the hairpin inserted in the bicistronic lentivector between LucR and Luc+ genes. 
The LucR stop codon and the Luc+ start codon are indicated. The complementary sequences are 
indicated in red and in blue, respectively. 
B  Sequences of the four siRNAs present in the siControl and siVASH1 smartpools.
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ors du précédent chapitre, nous nous sommes intéressés à la régulation de l'expression des 
gènes des facteurs (lymph)angiogéniques dans les cardiomoyocytes et nous avons pu mettre 
en évidence que leur régulation est majoritairement transcriptionnelle. De plus nous avons 
montré que les IRES des facteurs (lymph)angiogéniques sont induits lors de l'hypoxie précoce dans 
les cardiomyocytes. Enfin nous avons identifié un ITAF de l'IRES du FGF1, VASH-1, contrôlant son 
activité en hypoxie. Cependant aucun régulateur de l'activité IRES globale en hypoxie dans les 
cardiomyocytes n'a à ce jour été identifié. Cette question fait l'objet de cette deuxième étude qui est le 
cœur de ma thèse : existerait-il un ITAF agissant à la manière d'un régulon ?  
Pour répondre à cette question nous sommes partis de travaux de l’équipe qui ont mené à 
l’identification de p54nrb et hnRNPM en tant qu'ITAF de l'IRES du FGF1 dans les myoblastes en 
différenciation174. Ces deux protéines sont également des composants d'un corps nucléaire, le 
paraspeckle, induit en hypoxie et structuré par le long ARN non-codant Neat1. Nous avons donc voulu 
élucider le rôle de Neat1 dans la traduction IRES-dépendante dans les cardiomyocytes hypoxiques. 
Pour cela l'expression de Neat1 en hypoxie a été étudiée par hybridation in situ et nous avons constaté 
que Neat1, plus particulièrement son isoforme Neat1_2 est induit en hypoxie en corrélation avec 
l'induction de l'activité de l'IRES FGF1. Après déplétion de Neat1, nous avons observé une forte 
diminution de l'activité de l'IRES du FGF1 visualisée par rapporteur bicistronique : nous en avons 
conclu que Neat1 est impliqué dans la régulation de la traduction IRES-dépendante de FGF1.  
Par la suite nous avons voulu savoir si d'autres composants du paraspeckles sont impliqués dans la 
régulation de la traduction coiffe-indépendante de notre modèle, l’IRES du FGF1. Nous avons 
confirmé par extinction des candidats que p54nrb est bien un ITAF de FGF1 en hypoxie, et nous avons 
aussi mis en évidence pour la première fois le rôle d'ITAF de PSPC1, une des trois protéines de la 
famille des DBHS avec p54nrb et SFPQ. Cette dernière en revanche ne régule pas l’activité de l’IRES 
de FGF1. Pour aller plus loin, nous avons cherché à élucidé la composition de l'IRESome en étudiant 
l’interactome de p54nrb par spectrométrie de masse. Par immunoprécipitation de p54nrb étiqueté HA 
dans les fractions cellulaires du noyau et du cytoplasme, nous avons identifié trois protéines 
interagissant avec p54nrb dans le noyau en hypoxie : Nucléoline, Rps2 et hnRNPM. Nous avons alors 
étudié l’impact de l’extinction de ces protéines sur l’activité de l’IRES du FGF1 et avons constaté que 
la déplétion de nucléoline et Rps2 entraine une baisse significative de l’activité de l’IRES du FGF1. 
Les protéines nucléoline et Rps2 ont ainsi été identifiées en tant que nouveaux composants de 
l’IRESome.  
L 
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Enfin, dans le but d’évaluer le potentiel régulateur des trois composants du paraspeckle Neat1, 
p54nrb et PSPC1, nous avons étudié l’effet de l’extinction de ces trois candidats sur l’activité d’un 
ensemble d’IRES présents dans les ARNm des facteurs angiogéniques, lymphangiogéniques des 
familles FGF et VEGF, des facteurs cardioprotecteurs IGF1R et c-myc, ainsi que de l’IRES viral 
EMCV. Nous avons identifiés plusieurs groupes de régulation par p54nrb et/ou PSPC1 parmi les IRES 
étudiés, en normoxie ou hypoxie, indiquant que ces deux ITAFs ne régulent pas l’ensemble des IRES. 
En revanche Neat1 régule fortement l’ensemble des IRES cellulaires étudiés, indiquant que cet ARN 
non-codant constitue l’ITAF-clé des cardiomyocytes.  
La nature des ITAF identifiés : trois composants du paraspeckle ainsi que deux protéines de 
l’interactome de p54, suggèrent un rôle nouveau du paraspeckle dans le contrôle de la traduction. Notre 
hypothèse est que le paraspeckle est une plateforme de recrutement de l’IRESome avant son export 
vers le cytoplasme. Ce travail désigne Neat1 comme une cible thérapeutique de grand intérêt lors de 
l’ischémie cardiaque. 
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The long non-coding RNA Neat1 is a key IRES trans-acting factor in mouse 
hypoxic cardiomyocytes. 
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SUMMARY  
Internal ribosome entry sites (IRESs) drive translation initiation during stress. In response to hypoxia, 
(lymph)angiogenic factors, responsible for tissue revascularization in ischemic diseases, are induced 
by the IRES-dependent mechanism. Here we searched for IRES trans-acting factors (ITAFs) active in 
early hypoxia in mouse HL-1 cardiomyocytes. Several previously reported ITAFS are components of 
a stressed-induced nuclear body, the paraspeckle. Using knockdown and proteomics approaches, we 
show a link between paraspeckle and IRES-dependent translation. We identify five ITAFs in hypoxic 
cardiomyocytes: three major paraspeckle components p54nrb, PSPC1 and the lncRNA Neat1, as well 
as two proteins of the p54nrb nuclear interactome, nucleolin and RpS2. PSPC1, RpS2 and Neat1 are 
novel ITAFs. Neat1 is the key of this mechanism. This lncRNA, induced by stress and essential for 
paraspeckle formation, is an activator of all cellular IRESs tested. Neat1 appears as a crucial 
translational regulator of genes involved in tissue revascularization and cell survival. 
 
Keywords 
IRES, translation, ITAFs, non-coding RNA, stress, hypoxia, cardiac ischemia 
INTRODUCTION 
Cell stress triggers major changes in the control of gene expression at the transcriptional and post-
transcriptional levels. One of the main responses to stress is the blockade of global translation allowing 
cell to save energy. This process results from inactivation of the canonical cap-dependent mechanism 
of translation initiation (Godet et al., 2019; Holcik and Sonenberg, 2005). However, translation of 
specific mRNAs is maintained or even increased during stress via alternative mechanisms of 
translation initiation. One of these mechanisms involves internal ribosome entry sites (IRES), 
structural elements mostly present in the 5’ untranslated regions of specific mRNAs, which drive the 
internal recruitment of ribosomes onto mRNA and promote cap-independent translation initiation 
(Godet et al., 2019). 
Hypoxia, or the lack of oxygen, is a major stress occurring in pathologies such as cancer and 
cardiovascular diseases (Pouysségur et al., 2006). In particular, in ischemic heart failure disease, 
coronary artery branch occlusion exposes cardiac cells to hypoxic conditions. The cell response to 
hypoxia induces angiogenesis and lymphangiogenesis to reperfuse the stressed tissue with new vessels 
and allow cell survival (Morfoisse et al., 2014; Pouysségur et al., 2006; Tatin et al., 2017). The well-
known response to hypoxia is the transcriptional induction of specific genes under the control of the 
hypoxia-induced factors 1 and 2 (HIF1, HIF2) (Hu et al., 2003; Koh et al., 2011). However we have 
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recently reported that most mRNAs coding for (lymph)angiogenic growth factors are induced at the 
translatome level in hypoxic cardiomyocytes (Hantelys et al., 2019). The mRNAs of the major 
(lymph)angiogenic growth factors belonging to the fibroblast growth factor (FGF) and vascular 
endothelial growth factor (VEGF) families all contain IRESs that are activated in early hypoxia (Godet 
et al., 2019).  
IRES-dependent translation is regulated by IRES trans-acting factors (ITAFs) that are in most cases 
RNA-binding proteins acting as positive or negative regulators. A given ITAF can regulate several 
IRESs, while a given IRES is often regulated by several ITAFs (Godet et al., 2019), depending on the 
cell type or physiology. This has led to the concept of IRESome, a multi-partner ribonucleic complex 
allowing ribosome recruitment onto the mRNA via the IRES. 
ITAFs often exhibit several functions in addition to their ability to control translation. Many of 
them play a role in alternative splicing, transcription, ribosome biogenesis or RNA stability (Godet et 
al., 2019). Clearly, a large part of ITAFs are nuclear proteins before acting as a translational regulator. 
Previous data have also shown that a nuclear event is important for cellular IRES activity, leading to 
the hypothesis of IRESome formation in nucleus (Ainaoui et al., 2015; Stoneley et al., 2000).  
Interestingly, several ITAFs belong to a nuclear body, the paraspeckle, formed in response to stress 
(Choudhry et al., 2015; Fox et al., 2002).These ITAFs include several hnRNPs, as well as major 
paraspeckle proteins such as p54nrb nuclear RNA binding (p54nrb/NONO) and splicing factor proline 
and glutamine rich (SFPQ/PSF). p54nrb and SFPQ belong to the family of drosophila melanogaster 
behavior and human splicing (DBHS) proteins whose third member is the protein paraspeckle protein 
C1 (PSPC1). DBHS proteins are known to interact with each other and to function in heteroduplexes 
(Fox et al., 2005; Lee et al., 2015; Passon et al., 2012). In addition, p54nrb and SFPQ interact with the 
long non-coding RNA (lncRNA) Neat1 (nuclear enriched abundant transcript 1), which constitutes the 
skeleton of the paraspeckle (Clemson et al., 2009; Sunwoo et al., 2009). This lncRNA, a paraspeckle 
essential component, is present as two isoforms Neat1_1 and Neat1_2 whose sizes in mouse are 3.2 
and 20.8 kilobases, respectively (Sunwoo et al., 2009). Its transcription is induced during hypoxia by 
HIF2 and promotes paraspeckle formation (Choudhry et al., 2015) . Neat1 is overexpressed in many 
cancers (Yang et al., 2017). Recently, its induction by hypoxia has been shown in cardiomyocytes 
where it plays a role in cell survival (Kenneweg et al., 2019).  
According to previous reports, paraspeckle is able to control gene expression via the retention of 
edited mRNAs and of transcription factors (Hirose et al., 2014; Imamura et al., 2014; Prasanth et al., 
2005). In 2017, Shen et al have also shown that the paraspeckle might inhibit translation by 
sequestering p54nrb and SFPQ which are ITAFs of the c-myc IRES (Shen et al., 2017). 
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In this study we were interested in finding new ITAFs responsible for the activation of 
(lymph)angiogenic factor mRNA IRESs in HL-1 cardiomyocytes, during early hypoxia. We have 
previously shown that the two paraspeckle proteins p54nrb and hnRNPM are ITAFs, activators of the 
FGF1 IRES during myoblast differentiation (Ainaoui et al., 2015). This incited us to investigate the 
potential role of the paraspeckle and of Neat1 in the control of IRES-dependent translation in hypoxic 
cardiomyocytes. We show here that Neat1 expression and paraspeckle formation are correlated with 
the activation of the FGF1 IRES during hypoxia. Furthermore the knockdown of p54nrb, PSPC1 or 
Neat1 generates a decrease in FGF1 IRES activity and in endogenous FGF1 expression. By analyzing 
the p54nrb interactome, we identified two additional ITAFs able to control the FGF1 IRES activity: 
nucleolin and the ribosomal protein RpS2. Analysis of IRESs in the knockdown experiments showed 
that p54nrb and PSPC1 are activator of several but not all other IRESs of (lymph)angiogenic and 
cardioprotective factor mRNAs whereas Neat1 appears as a strong activator of all the cellular IRESs 
tested. 
RESULTS  
 
FGF1 IRES activation during hypoxia correlates with paraspeckle formation and with NEAT1 
induction. 
In order to analyze the regulation of IRES activity during hypoxia, HL-1 cardiomyocytes were 
transduced with the “Lucky Luke” bicistronic lentivector validated in our previous reports, containing 
the renilla luciferase (LucR) and firefly luciferase (LucF) genes separated by the FGF1 IRES 
(Créancier et al., 2000; Prats et al., 2018) (Fig. 1A). In this construct, the first cistron LucR is expressed 
in a cap-dependent manner and the second cistron LucF is under the control of the IRES. The ratio 
LucF/LucR reflects the IRES activity.  
The ratios LucF/LucR were measured in HL-1 cells subjected to hypoxia during 4 h, 8 h or 24 h, 
revealing a significant activation of the FGF1 IRES after 4 h of hypoxia, as previously shown (Hantelys 
et al., 2019) (Fig. 1B, Table 5). In parallel, paraspeckle formation was studied by fluorescent in situ 
hybridization (FISH) targeting the non-coding RNA Neat 1, considered as the main marker of 
paraspeckles. 
 
 
168 Résultats - Chapitre II : Implication du long ARN non-codant Neat1 et du paraspeckle  dans la traduction IRES-dépendante dans les cardiomyocytes hypoxiques 
 
Figure 1. FGF1 IRES activation during hypoxia correlates with Neat1 induction and paraspeckle 
formation. 
(A) Schema depicting the Lucky Luke bicistronic construct and HL1 cell transduced by a lentivector carrying the 
transgene. The LucF/LucR ratio indicates the IRES activity. 
(B) Activity of the human FGF1 IRES in HL1 cardiomyocytes at 4 h, 8 h or 24 h of hypoxia normalized to normoxia.  
(C) Schema depicting the Neat1 mouse gene and the Neat1_1 and Neat1_2 RNA isoform carrying a poly(A) tail or a 
triple helix, respectively. Black arrowheads represent FISH probes against Neat1 and Neat1_2.  
(D) HL1 cells were subjected to normoxia (0 h) or to hypoxia during 4 h, 8 h and 24 h and Neat1 Neat1_2 expression 
was analyzed by droplet digital PCR. RNA expression is normalized to normoxia time point.  
(E and H) Neat1 (E) or Neat1_2 (H) FISH labelling in HL1 cardiomyocytes in normoxia or at 4 h, 8 h and 24 h of 
hypoxia 1% O2. DAPI staining is represented in blue and Neat1 or Neat1_2 cy3 labelling in red. Nuclei are delimited 
by dotted lines. Scale bar=10μm. 
(F and I) Quantification of Neat1 (F) or Neat1_2 (I) foci per cell by automated counting (ImageJ).  
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 The fluorescent probes targeted either the common part of the two Neat1 isoforms, either only the 
large isoform Neat1_2 (Fig. 1C). The number of foci increased at 4 h with 70-80 % of cells containing 
at least one focus, while only 20% of the cells contained foci in normoxia (Fig. 1D, Fig. S1). This was 
observed with both Neat1 and Neat1_2 probes (Fig. 1E-1J). The values observed at 4 h did not change 
after 8 h and 24 h of hypoxia with the Neat1 probe (Fig. 1E-G). In contrast, the number of containing 
Neat1_2 decreased: the number of foci per cell reached 1 and 0.5, while only 50% and 40% of the cells 
contained at least one focus at 8 h and 24 h, respectively (Fig. 1H-J). 
Neat1 and Neat1_2 expression in cells were measured by reverse transcription and droplet digital 
PCR (RT ddPCR), showing an increase of Neat1 and Neat1_2 at 4 h with a peak of expression of 
Neat1 at 8 h of hypoxia, while the peak of expression of Neat1_2 was observed at 4 h of hypoxia (Fig. 
1D). 
These data revealed that FGF1 IRES activation correlates with the increase in paraspeckle 
formation and in Neat1 expression after 4 h of hypoxia in HL-1 cardiomyocytes. This correlation fits 
better with Neat1_2 than with the total Neat1.  
 
LncRNA Neat1 knockdown drastically affects the FGF1 IRES activity and endogenous FGF1 
expression. 
To determine whether Neat1 could have a role in the regulation of FGF1 IRES activity, we depleted 
HL-1 for this non-coding RNA using gapmer locked nucleic acids (LNA), antisense modified 
oligonucleotides described for their efficiency in knocking-down nuclear RNAs. HL-1 cells transduced 
with the bicistronic vector were transfected with a pool of gapmer LNA targeting Neat1 and with a 
control gapmer LNA. The knockdown efficiency was measured by FISH and ddPCR and showed a 
decrease in the number of paraspeckle, which shifted from 5 to 2 foci per cell (Fig. 2A and 2B, Fig. 
S2). In these experiments the number of paraspeckles was high in normoxia (almost 5 foci per cell), 
suggesting that cells were already stressed by the gapmer LNA treatment, before being submitted to 
hypoxia. 
To evaluate the IRES activity, the ratio LucF/LucR was measured in normoxia or after 4 h of 
hypoxia, revealing that the IRES activity decreased by 2 upon Neat1 depletion (Fig. 2C, Table 9). This 
effect was also observed on endogenous FGF1 protein expression, measured by capillary Simple 
Western, which decreased by 3 (Fig. 2D). 
These data suggested that Neat1 is required for FGF1 expression, and acts as an ITAF of the FGF1 
IRES. 
(G and J) Percentage of cell harboring at least one focus of Neat1 (G) or Neat1_2 (J); Histograms correspond to means 
+ standard deviation, with Mann-Whitney (n=12) (B) or one way ANOVA (F-G, n=269-453 ) and (I-J, n=342-499); 
**p<0.01, ***<0.001, ****p<0.0001.
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Figure 2. LncRNA NEAT1 
knockdown drastically affects the 
FGF1 IRES activity and 
endogenous FGF1 expression. 
(A) FISH imaging of Neat1 knockdown 
by a pool of LNA gapmers targeting both 
isoforms .  
(B) Neat1 foci counting per cell for the 
control LNA gapmer and Neat1 LNA 
gapmer pool, using unpaired two-tailed 
student t-test with n=249 for control and 
187 for Neat1 gapmer LNA.  
(C) FGF1 IRES activity with Lucky Luke 
reporter in HL-1 with knockdown of 
Neat1 during normoxia or hypoxia 1%O2. 
Mann-Withney test was performed with 
n=9. *p<0.05, **p<0.01, ***<0.001, 
****p<0.0001. 
(D) Detection of endogenous mouse 
FGF1 by capillary Simple Western. The 
curve corresponds to chemiluminescence 
signal detected with FGF1 antibody. A 
numerical blot is represented. Below the 
blot is shown the quantification of FGF1 
normalized to total proteins and to 
gapmer LNA control. Total proteins are 
detected by a dedicated channel in 
capillary Simple Western. 
 
 
Paraspeckle proteins p54nrb and PSCP1, but not SFPQ, are ITAFs of the FGF1 IRES. 
The correlation between paraspeckle formation and FGF1 IRES activation incited us to study the 
role of other paraspeckle components in the control of IRES activity. Three major paraspeckle proteins 
were chosen, p54nrb, SFPQ and PSPC1 (Fig. 3A). Indeed, p54nrb and SFPQ has been previously 
described for their ITAF function (Ainaoui et al., 2015; Cobbold et al., 2008; Lampe et al., 2018; 
Sharathchandra et al., 2012; Shen et al., 2017). In particular, p54nrb regulates the FGF1 IRES activity 
during myoblast differentiation. 
HL-1 cells transduced by the Lucky Luke bicistronic construct were transfected with siRNA 
smartpools targeting each of the three proteins. The knockdown efficiency was checked by capillary 
Simple Western or classical Western (Fig. S3). Although the knockdown efficiency was below 50%, 
we observed a decrease in IRES activity with p54nrb and PSPC1 knockdown, both in normoxia and in 
hypoxia (Fig. 3C-D, Table 6, 7 and 8), while the knockdown of SFPQ did not affect the IRES  
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activity (Fig. 3B). p54nrb and PSPC1 knockdown also inhibited the expression of endogenous FGF1 
protein (Fig. 3E-F). 
 These data confirmed the ITAF role of p54nrb in HL-1 cardiomyocyte, and indicated that PSPC1 
is also an ITAF of the FGF1 IRES. The ability of three paraspeckle components, Neat1, p54nrb and 
 
Figure 3. Paraspeckle proteins 
p54nrb and PSCP1, but not SFPQ, 
are ITAFs of the FGF1 IRES. 
(A) Schema of Paraspeckle and DBHS 
proteins bound to an IRES-containing 
mRNA.  
(B-D) FGF1 IRES activity upon 
knockdown of SFPQ (B), p54nrb (C) or 
PSPC1 (D)in HL-1 cell transduced with 
Lucky Luke bicistronic reporter during 
normoxia or hypoxia. Histograms 
correspond to means + standard deviation, 
and Mann-Whitney test with n=9; 
*p<0.05, **p<0.01, ***<0.001, 
****p<0.0001.  
(E and F) Capillary Simple Western 
detection of endogenous FGF1 protein 
with p54nrb (E) or PSPC1 (F) knockdown,.  
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PSPC1 to regulate the FGF1 IRES activity led us to the hypothesis that the parapeckle might be 
involved in the control of IRES-dependent translation. 
 
p54nrb interactome in normoxic and in hypoxic cardiomyocytes. 
The moderate effect of p54nrb or PSPC1 depletion on FGF1 IRES activity suggested that other 
proteins are involved. In addition, previous data from the literature support the hypothesis that the 
IRESome is a multi-partner complex. In order to identify other members of this complex, we analysed 
the p54nrb interactome in HL-1 cell nucleus and cytoplasm. For this purpose, cells were transduced by 
a lentivector expressing an HA-tagged p54nrb (Fig. 4A). After cell fractionation (Fig. 4B), protein 
complexes from normoxic and hypoxic cells were immunoprecipitated with anti-HA antibody. A 
control was performed using total extract of non-transduced cells in normoxia. The proteins present in 
the immunoprecipitation eluates were then identified by mass spectrometry and statistical analysis of 
protein enrichment was performed. The five groups, cytoplasmic and nuclear complexes from cells 
subjected to normoxia or hypoxia, plus the non-transduced cell control, were pairwise compared (Fig. 
4D and Fig. S4). Globally, The HA-tag capture revealed an enrichment in hnRNP in nucleus and in 
ribosomal proteins in cytoplasm (Fig S4A-B). In nucleus p54nrb also interacted with itself (endogenous 
mouse Nono), PSPC1 and SFPQ, as well as with other paraspeckle components and ITAFs such as 
hnRNPA1, hnRNPC, hnRNPI and hnRNPK (Fig. S3A-D). As regards cytoplasmic proteins, we 
identified Rps25, a ribosomal protein previously described as an ITAF for many IRESs Fig. S3E-F) 
(Godet et al., 2019). Only few proteins were enriched when comparing hypoxic versus normoxic 
extracts. In hypoxic nucleus the enriched proteins are hnRNPM, nucleolin (both previously described 
as ITAFs) (Hertz et al., 2013; Shi et al., 2016, 2017) and the ribosomal protein Rps2/uS5 (Fig. 4D), 
while the helicase Ddx17, and the enolase Eno3 and the heat shock protein Hspa2 are enriched in 
hypoxic cytoplasm (Fig 4E).  
These data showed that p54nrb interacts in normoxia and hypoxia with several ITAFs known as 
paraspeckle components, suggesting that the paraspeckle might be involved in the formation of the 
IRESome. 
 
p54nrb-interacting proteins, nucleolin and rps2, control the FGF1 IRES activity. 
The three candidates identified in nuclear extracts of hypoxic cardiomyocytes, hnRNPM, nucleolin 
and Rps2 represent potential candidates as ITAFs of the FGF1 IRES in hypoxia. Among them, 
hnRNPM has been previously described as an ITAF during myoblast differentiation while nucleolin 
is an ITAF of several IRESs including p53 and VEGFD IRESs but has never been described for FGF1 
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(Ainaoui et al., 2015; Chen et al., 2012; Godet et al., 2019; Morfoisse et al., 2016; Peddigari et al., 
2013; Takagi et al., 2005). 
 
HL-1 cardiomyocytes transduced by the Lucky Luke lentivector with the FGF1 IRES were 
transfected as above with siRNA smartpools targeting Rps2, hnRNPM or nucleolin (Fig. 5). The 
knockdown was effective, but only 50-60%, for the three mRNAs (Fig. 5A-D). This moderate  
 
Figure 4. p54nrb interactome in normoxic and in hypoxic cardiomyocytes. 
(A) Schema of the experiment : p54nrb-HA transduced HL1 cells were subjected to normoxia or hypoxia, then 
nucleus and cytoplasm fractionation was performed and extracts were immunoprecipitated using anti-HA or anti-
IgG control antibody. Co-eluted proteins were identified by mass spectrometry. 
 (B) Western blot of fractionation experiment of HL-1 cell in normoxia and hypoxia. Histone H3 was used as a 
nuclear control and GAPDH as a cytoplasm control. The dotted line delineates two different blots of the same 
fractionation experiment.  
(C) Statistical analysis was perfomed by comparing each fraction versus control (total cell lysate of non-transduced 
cells in normoxia) or fraction versus fraction. (Spplementary material ) 
(D and E) Volcano plot showing proteins enriched in the nucleus in hypoxia versus normoxia (D) or enriched in 
the cytoplasm in hypoxia vs normoxia. An unpaired bilateral student t-test with equal variance was used. 
Significance thresholds are represented by dotted line. 
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knockdown was probably due to a weak transfection efficiency of HL-1 cells with the siRNAs. 
Nevertheless we observed a decrease in IRES activity upon depletion of rpS2 and nucleolin, significant 
in normoxia but with the same trend in hypoxia, while no effect was observed upon hnRNPM depletion 
(Fig. 5E, table 10). Nucleolin depletion inhibits endogenous FGF1 protein expression (Fig. 5F). These 
data suggest that nucleolin and Rps2 are new ITAFs of the FGF1 IRES. Rps2 has never been described 
as an ITAF before the present study. 
 
 
 
 
Figure 5. p54nrb-interacting proteins, nucleolin and rps2, control the FGF1 IRES activity. 
(A-C) Quantification of Rps2 (A), hnRNPM (B) and nucleolin (C) RNA expression in HL-1 cells transfected with 
siRNAs against Rps2, hnRNPM or nucleolin, respectively. RNA expression was measured by RT-qPCR and 
normalized to control siRNA. One representative experiment is shown with n=3 biological replicates. Student two-
tailed t-test was performed with n=3 of for E Mann-Whitney test with n=9; *p<0.05, **p<0.01, ***<0.001, 
****p<0.0001. 
(D) Capillary Simple Western of nucleolin following nucleolin knockdown.   
(E) FGF1 IRES activity with knockdown by siRNA interference of candidate ITAF nucleolin in HL1 in normoxia 
or hypoxia 1%O2. 
(F) Capillary Simple Western of endogenous FGF1 following nucleolin knockdown. Histograms correspond to 
means + standard deviation.  
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Figure 6. Neat1 is the key activator of (lymph)angiogenic and cardioprotective factor 
mRNA IRESs. 
(A-C) HL-1 subjected to normoxia or 1% O2 hypoxia were transduced by Lucky Luke bicistronic lentivectors 
with FGF1, FGF2, VEGFAa, VEGFAb, VEGFC, VEGFD, IGF1R, c-myc or EMCV IRES, then the knockdown 
of p54nrb(A) PCPC1 (B) and Neat1 (C) was performed as in Fig. 2 and Fig. 3. IRES activities were measured 
and normalized to activities in normoxia. IRES activity in normoxia is represented by a dotted line at 1. 
Histograms correspond to means + standard deviation, and Mann-Whitney test with n=9 or n=12 for FGF1 
IRES; *p<0.05, **p<0.01, ***<0.001, ****p<0.0001.  
(D) Schema depicting groups of IRESs regulated by Neat1, PSPC1 or p54nrb in normoxia or hypoxia. 
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Neat1 is the key activator of (lymph)angiogenic and cardioprotective factor mRNA IRESs. 
We have shown above that three paraspeckle components, Neat1, p54nrb and PSPC1, control the 
FGF1 IRES activity in HL-1 cardiomyocytes. To determine if this role of paraspeckle in translational  
control can be generalized to other IRESs, we used Lucky Luke lentivectors containing a set of 
other IRESs between the two luciferase genes (Fig. 6). HL-1 cells were transduced by the different 
lentivectors and transfected either by the siRNA smartpools to deplete p54nrb and PSPC1, or by the 
gapmer pool to deplete Neat1.  
The data revealed that p54nrb or PSPC1 depletion affects several IRESs but not all (Fig. 6A-B, 
Table 7 and 8), whereas Neat1 depletion clearly affects all cellular IRESs but not the viral EMCV 
IRES (Fig. 6C, Table 9). 
These data allowed us to regroup the IRESs in different “regulons” in normoxia and in hypoxia 
(Fig. 6D). According to our data, p54nrb is an activator of the FGF1 and VEGFC IRESs in normoxia, 
and of the FGF1 and VEGFAa IRESs in hypoxia. PSPC1 is an activator of the FGF1, FGF2, VEGFAa, 
VEGFC and IGF1R IRESs in normoxia and of the FGF1 and FGF2 IRESs in hypoxia. Neat1 is an 
activator of the FGF1, FGF2, VEGFAb, VEGFC, VEGFD, IGF1R and c-myc IRESs but not of the 
VEGFAa IRES in normoxia while it activates all the cellular IRESs in hypoxia. The EMCV IRES does 
not belong to any of these groups as it is not regulated by these three ITAFs. 
In conclusion, these data suggest that IRESome composition varies for each IRES and with the 
normoxic or hypoxic conditions. The long non-coding RNA Neat1 appears as the key ITAF for the 
activation of all the cellular IRESs, suggesting a crucial role of the paraspeckle in IRESome formation 
and in the control of IRES-dependent translation, at least for cellular IRESs. 
DISCUSSION 
These data demonstrate a link between the paraspeckle and the control of IRES-dependent 
translation during hypoxia in mouse cardiomyocytes. We have identified a paraspeckle-related 
IRESome involving at least five ITAFs. Among them, three major paraspeckle components p54nrb, 
PSPC1 and Neat1, as well as two proteins present in the p54nrb nuclear interactome, nucleolin and 
RpS2. PSPC1, Rps2 and Neat1 are novel ITAFs. The key actor of this nuclear-initiated mechanism 
controlling IRES-dependent translation is the lncRNA Neat1, appearing as an activator of all cellular 
IRESs tested, but not of the viral EMCV IRES.  
It may be noted that the inhibition of IRES activities resulting from ITAF depletion are quite 
moderate for the different proteins (20-40%) while stronger for the lncRNA Neat1 (40-70%). This 
cannot be explained only by differences in knockdown efficiency. Our hypothesis is that several 
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proteins are present in the IRESome complex and that there may be a certain redundancy between 
them. Thus the depletion of a single ITAF would not be sufficient to completely abolish the IRES 
activity. Also, to understand why a paraspeckle ITAFs such as p54nrb and PSPC1 do not inhibit all the 
IRESs, we propose that the paraspeckle IRESome protein composition varies, depending on the IRES 
and on the hypoxic or normoxic condition. The only constant component of the IRESome formed in 
paraspeckle would be Neat1, the central player of the process. We do not know yet whether the main 
actor is Neat1_1 and/or Neat 1_2, however the peaks of Neat1_2 expression and of its presence in 
paraspeckles, in correlation with the peak of IRES activation after 4 h of hypoxia, argue in favor of 
Neat 1_2 (Fig. 1).  
We searched for an ITAF of hypoxia able to regulate a set of IRESs and we have found the lncRNA 
Neat1. However our data show that Neat1 also regulates IRES activities both in normoxia and in 
hypoxia. One explanation may be that Neat1 is already expressed in normoxia in HL-1 cells, which 
are transformed cells despite their cardiomyocyte beating phenotype(Claycomb et al., 1998). Although 
Neat1 expression and paraspeckle number increase in response to hypoxia, a significant percentage of 
cells already contain paraspeckles in normoxia, which may explain why the IRES is already active in 
normoxia. It has been reported that Neat1_2 is not expressed in all tissues in vivo, whereas it is found 
in all transformed or immortalized cell lines (data not shown) (Nakagawa et al., 2011). In concordance 
with this observation, previous reports show that cellular IRESs are active in all cultured cell lines 
while inactive or tissue-specific in mice (Créancier et al., 2000, 2001).  
Our data contrast with the study of Shen et al who showed that Neat1 depletion allows to 
redistribute p54nrb and SFPQ/PSF onto the c-myc mRNA, in correlation with an increase in c-Myc 
protein (Shen et al., 2017). Several reasons may explain this lack of concordance. Firstly, we used 
different cell lines, HL-1 cardiomyocytes for us, HeLa and MCF7 tumor cells for them. The regulation 
of IRES-dependent translation varies upon cell lines. Secondly, they worked with human cell lines 
while HL-1 cells are of mouse origin. In human, c-myc expression is different from mouse as the c-
myc gene contains an additional upstream promoter, P0, which generates a longer transcript with a 
second IRES (Nanbru et al., 2001). Thirdly, they have not directly analyzed the c-myc IRES activity 
but only the binding of p54nrb and SFPQ to the c-myc endogenous mRNA. Moreover an increase of c-
myc protein expression does not necessarily correspond to an increase in IRES activity as the c-myc 
mRNA is also translated by the cap-dependent mechanism(Nanbru et al., 1997). Taken together, the 
two studies are different rather than discordant.  
A surprising result has been the finding of a ribosomal protein, RpS2, in the nuclear p54nrb 
interactome. The presence of nucleolin in this complex, and the ITAF role of both proteins suggests a 
link of paraspeckle with nucleolus and ribosome biogenesis. Supporting this, PSPC1 was first 
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identified in the nucleolus proteome (Fox et al., 2002). The nuclear binding of specific ribosomal 
proteins to IRESs might be a mechanism to form specialized ribosomes. 
Neat1 is not the first lncRNA to exhibit an ITAF function. The lncRNA TP53-regulated modulator 
of p27 (TRMP) has been recently described as an ITAF of the p27kip IRES(Yang et al., 2018). However 
these two ncRNAs are unlikely to act by the same mechanism. TRMP inhibits the p27kip IRES activity 
by competing with the IRES for pyrimidine tract binding protein (PTB) binding and prevents IRES 
activation mediated by PTB. We have not yet deciphered the mechanism of action of Neat1. However 
we propose two models to explain its role in IRES-dependent translation. A first hypothesis is that the 
paraspeckle would be a recruitment platform for IRES-containing mRNAs. Neat1, by interacting with 
p54nrb and other paraspeckle proteins/ITAFs would thus allow IRESome formation in the paraspeckle. 
A second hypothesis is that Neat1 would belong to the IRESome complex exported to the cytoplasm 
and might directly act on translation initiation. Supporting this possibility, the triple helix in the 3’UTR 
of Neat1_2 has been reported for its role on translation activation, and Neat1 has been identified in 
HL-1 cell polysomes (Wilusz et al., 2012)). These two models are not mutually exclusive. 
Neat1, as a stress-induced lncRNA, plays a role in many pathologies including cancer and ischemic 
diseases, thus its central role in the translational control of expression of genes involved in tissue 
revascularization and cell survival makes him an potential therapeutic target of great interest. 
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SUPPLEMENTARY DATA  
 
 
Supplementary data 1.  
(A-B) FISH experiment with representative images of Neat1 (both isoforms) (A) or Neat1_2 isoform (B) in 
normoxia and hypoxia at 4 h, 8 h, 24 h in HL-1 cardiomyocytes. DAPI, Neat1 cy3 or Neat1_2 cy3 labelling and 
merge. The open square represents magnified zone of figure 1E and H. Scale bar: 10 μm.
 
 
 
Supplementary data 2.  
Neat1 knockdown was performed in HL-1 cells 
using pooled LNA gapmers. Neat1 RNA 
expression was measured by droplet digital PCR 
and normalized to gapmer control (Ctrl) at 100% 
expression.
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Supplementary data 3. 
(A-B) Capillary Simple Western detection (as described in figure 2) of p54nrb (A) and PSPC1 (B) proteins 
following p54nrb and PSPC1 knockdown using siRNAs. 
(C-D) SFPQ knockdown was performed in HL-1 cells using siRNA against SFPQ.  SFPQ RNA expression was 
measured by RT-qPCR and normalized to control siRNA (C). One representative experiment is shown with n=2 
biological replicates. SFPQ protein expression was visualized by Western Blot (C). Histograms correspond to 
means + standard deviation. 
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Supplementary data 4.  
(A-F) Volcano plots of HA-P54nrb-bound proteins identified by mass spectrometry in different 
conditions. Proteins enriched in nucleus were compared to proteins enriched in cytoplasm in 
normoxia (A) or in hypoxia (B).  Proteins enriched in cytoplasm in normoxia (C) or in hypoxia 
(D) were compared to control total proteins. Protein enriched in nucleus in normoxia (E) or in 
hypoxia (F) were compared to control total protein.  Volcano plots represent enriched proteins 
in the different conditions indicated. An unpaired bilateral student t-test with equal variance 
was performed. Significance threshold are represented by fold change and p-values, the 
threshold of significant enrichment being set for fold change (FC) > 2 and < 0.5. Significance 
in p-value is considered when < 0.05.  
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TABLES 
Table 1. List of gapmer LNA used in NEAT1 knockdown assays 
Gapmer Name and reference Sequence 
NEAT1 A (LG00218175) A*C*G*T*C*C*A*T*G*A*A*G*C*A*T*T 
NEAT1 B (LG00218176) A*T*C*A*G*C*C*T*T*T*A*G*A*T*T*T 
NEAT1 C (LG00218177) A*G*A*A*G*A*T*G*C*A*G*C*A*G*T*C 
NEAT1 D (LG00218178) G*G*C*A*A*A*G*C*A*C*T*C*A*T*G*A 
NEGATIVE CONTROL A (LG00000002) A*A*C*A*C*G*T*C*T*A*T*A*C*G*C 
 
Table 2. List of siRNA SMARTpool (Dharmacon) used for IRES activity studies 
siRNA SMARTpool name Target sequences 
p54nrb mouse 
CUAUUUGACCUGAAGAAUUU 
UUUUCAUUCAUAAGGAUAA 
GAAUCAUACUCCAAGGAAG 
CUAUGGACCAGUUAGAUGA 
PSPC1 mouse 
GGGUUAAGAUUGUAUAAAC 
UGUUAAUGUAUGUAGACUA 
GUGGCAUUAUUAUUAAGUC 
UCACUAUUCAUAUAUUCUG 
SFPQ mouse 
UGAUGAUUCGCCAACGUGA 
UGGUGGUGGAACAAUGAAC 
CCAACGAGAAGAAAGUUAC 
UCAGGAGGCCAGAAAUUUC 
Nucleolin mouse 
CCAUGGAGAUCAGAUUAGU 
CUCUGUUCGUGCAAGAAUA 
CCAGUGAGUUCAAUUAGUA 
CUAUCAAGGAUGUUUGGUU 
Rps2 mouse 
GGAUCAUCUUGUGAAAACC 
GUCUUGGUGUUAAGUGCUC 
CCGGUAUAGAUGACUGCUA 
UUGGGGACUACAAUGGUCA 
hnRNPM mouse 
CCAGUAUCCUAAAUAAUCC 
GCAAUAUCUAUGUUUAAUG 
GAUUGAUGUUCGAAUUGAU 
GCCUUCAUUACAAAUAUAC 
 
Table 3. List of FISH probes 
FISH probe 
name Probe sequence 
NEAT1-A [Cyanine3]GGCTGTGAGCCCACCCCAGGGTCCACACTCACGTCCCG 
NEAT1-B [Cyanine3]CCCAAGCTTGATCCATAACTCAGGTTTCACCTTGGAAGGC 
NEAT1-C [Cyanine3]TTTTACAAAGTGTTATCTAGTAAGATGACCCAGGGCCC 
NEAT1_2-A [Cyanine3]GCACCTAAGGCATGGACATGACCTCGGTTAATGCTTTCAC 
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NEAT1_2-B [Cyanine3]GGAATAATACAGACTTTCTGACGTTGGATCTGGCAATG 
 
Table 4. List of qPCR primers and cloning primers 
Primer name Sequence 
qPCR/ddPCR primers 
FGF1 F TGGACACCGAAGGGCTTTTA 
FGF1 R GCATGCTTCTTGGAGGTGTAA 
NEAT1_2 F CGGCGGTAACTGTCTTCTGT 
NEAT1_2 R GGACGAGGGGCATAGCATAC 
NEAT1 F CGACTGCTGCATCTTCTAAACA 
NEAT1 R TTTACAACCCAACAGCTTTCCC 
PSF/SFPQ F TGAAAAGCTGGCCCAGAAGAA 
PSF/SFPQ R TGTGCCATGCTGAGCAAAAC 
Rps2 F GGTTCAAGGCTTTCGTCGC 
Rps2 R ATGGAACAGTGTGGGGCTTG 
Nucleolin F TTGGTGGAGCCGAAGTCAC 
Nucleolin R GGTTTTGCCAGCCTTTGCGA 
hnRNPM F GATGCCAACGATCTGAGCAAA 
hnRNPM R CCAAATCCTATGCCTTCCATTCC 
Cloning primers 
HA-p54nrb F 
GTCGACATGagcTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCG
GGCggcgccTATCCCTATGACGTCCCGGATTACGCAGGAA
TGCAGAGTAATAAAACTTTTAACTTGGAGAAGC 
HA-p54nrb R GGATCCACTAGTTTAGTATCGGCGAC 
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STAR Method 
 
LEAD CONTACT AND MATERIALS AVAILABILITY 
 
 Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be 
fulfilled by the Lead Contact, Anne-Catherine Prats (anne-catherine.prats@inserm.fr). 
 Plasmids generated in this study have been deposited to Dryad 
 This study did not generate new unique reagents.  
 
EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS 
 
CELL LINES 
Female human embryonic kidney cells HEK-293FT and male human fibrosarcoma HT1080 cells were 
cultured in DMEM-GlutaMAX + Pyruvate (Life Technologies SAS, Saint-Aubin, France), 
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), and MEM essential and non-essential amino acids 
(Sigma-Aldrich). Female mouse atrial HL-1 cardiomyocytes (Sigma-Aldrich) were cultured in 
Claycomb medium containing 10% FBS, Penicillin/Streptomycin (100U/mL-100μg/mL), 0.1 mM 
norepinephrine, and 2 mM L-Glutamine. Cell culture flasks were precoated with a solution of 0.5% 
fibronectin and 0.02% gelatin 1 h to overnight at 37°C (Sigma-Aldrich). To keep HL-1 phenotype, cell 
culture was maintained as previously described(Claycomb et al., 1998). All cells were cultured in a 
humidified chamber at 37°C and 5% CO2. When subjected to hypoxia, cells were incubated at 37°C at 
1% O2.  
 
MICROBE STRAINS 
 Top 10 Escherichia coli (InVitrogen, thermofisher scientific C404003) 
 Strataclone Escherichia coli (Agilent technologies, 200185) 
These cells were stored at -80°C and grown in LB medium at 37°C. Top10 cells were used for plasmid 
amplification of pTRIP lentivector. Strataclone cells were used for recombination and amplification of 
PCR product into pSCB plasmid.  
 
METHOD DETAILS 
 
CELL TRANSFECTION 
siRNA treatment on transduced cells was performed 72 h after transduction (and after one cell passage) 
in 24 well plate for reporter activity assay or 12 well plate for gene expression experiment. HL-1 were 
transfected by siRNAs as follows: one day after being plated, cells were transfected with 10 nM of 
small interference RNAs from Dharmacon Acell SMARTpool targeting p54nrb, PSPC1, SFPQ, 
hnRNPM, Nucleolin, Rps2, or non-targeting siRNA control (siControl), using INTERFERin (Polyplus 
Transfection) according to the manufacturer’s recommendations, in DMEM-GlutaMAX + Pyruvate 
media without penicillin-streptomycin. The media was changed 24 h after transfection and the cells 
were incubated 72 h for the time of transfection at 37°C with siRNA For NEAT1 knockdown, HL-1 
cells were transduced with a pool of 4 gapmers (Quiagen) at 40nM (10nM each) and incubated 48 h 
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after transfection, proceeded essentially as described above (gapmers and siRNA sequences are 
provided in Table 1 and 2). 
 
CELL TRANSDUCTION 
For lentivector transduction, HL-1 cardiomyocytes were plated into a T25 flask and transduced 
overnight in 1 mL of transduction medium (OptiMEM-GlutaMAX, Life Technologies SAS) 
containing 5 μg/mL protamine sulfate in the presence of lentivectors (MOI 2). HL-1 cells were 
transduced with an 80-90% efficiency in mean. 
 
LENTIVECTOR CONSTRUCTION  
Bicistronic lentivectors coding for the renilla luciferase (LucR) and the stabilized firefly luciferase 
Luc+ (called LucF in the text) were constructed from the dual luciferase lentivectors described 
previously, which contained Luc2CP (Morfoisse et al., 2014, 2016). The LucR gene used here is a 
modified version of LucR where all the predicted splice donor sites have been mutated. The cDNA 
sequences of the human FGF1, -2, VEGFA, -C, -D, c-myc and EMCV IRESs were introduced between 
the first (LucR) and the second cistron (LucF) (Nanbru et al., 1997; Prats et al., 2013; Vagner et al., 
1995). IRES sequence sizes are : 430 nt (FGF1), 480 nt (FGF2), 302 nt (VEGFAa), 485 nt (VEGFAb), 
419 nt (VEGFC), 507 nt (VEGFD), 363 nt (c-myc), 640 nt (EMCV), 1050 nt (IGF1R) (Huez et al., 
1998; Martineau et al., 2004; Morfoisse et al., 2014, 2016; Nanbru et al., 1997; Vagner et al., 1995).The 
two IRESs of the VEGFA have been used and are called VEGFAa and VEGFAb, respectively (Huez 
et al., 1998). The hairpin negative control contains a 63 nt long palindromic sequence cloned between 
LucR and LucF genes (Hantelys et al., 2019). This control has been successfully validated in previous 
studies (Créancier et al., 2000; Morfoisse et al., 2014).The expression cassettes were inserted into the 
SIN lentivector pTRIP-DU3-CMV-MCS vector described previously (Prats et al., 2013). All cassettes 
are under the control of the cytomegalovirus (CMV) promoter. All vector sequences are available on 
Dryad (Ape format). Plasmid construction and amplification was perfomed in the bacteria strain 
TOP10 (Thermofisher Scientific, Illkirch Graffenstaden, France). Human p54nrb previously cloned 
into pTRIP-DU3-CMV-MCS lentivector (Anaoui et al 2015) was PCR amplified to add flanking 
restriction site (BamHI, SalI) with two HA tag in N-terminal position separated by 3 aminoacids 
(YPYDVPDYAGGAYPYDVPDYA) (Table 4). Then the PCR product was cloned into pSCB plasmid 
using StrataClone Blunt PCR Cloning Kit (Agilent technologies) and digested BamHI-SalI to be 
inserted into pTRIP-CMV lentivector.  
 
LENTIVECTOR PRODUCTION 
Lentivector particles were produced using the CaCl2 method-based by tri-transfection with the 
plasmids pCMV-dR8.91 and pCMV-VSVG, CaCl2 and Hepes Buffered Saline (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France), into HEK-293FT cells. Viral supernatants were harvested 48 h after 
transfection, passed through 0.45 μm PVDF filters (Dominique Dutscher SAS, Brumath, France) and 
stored in aliquots at -80°C until use. Viral production titers were assessed on HT1080 cells with serial 
dilutions of a lentivector expressing GFP and scored for green fluorescent protein (GFP) expression 
by flow cytometry analysis on a BD FACSVerse (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).  
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REPORTER ACTIVITY ASSAY 
For reporter lentivectors, luciferase activities in vitro and in vivo were performed using Dual-
Luciferase Reporter Assay (Promega, Charbonnières-les-Bains, France). Briefly, proteins from HL-1 
cells were extracted with Passive Lysis Buffer (Promega France). Quantification of bioluminescence 
was performed with a luminometer (Centro LB960, Berthold, Thoiry, France) from 8 to 12 biological 
replicates, and with 3 technical replicates for each sample in the analysis plate. 
 
FISH  
HL-1 cell were cultured in 12 well plates on fibronectin-gelatin coated 15mm coverglass 1.5 thickness 
(Menzel-Gläser). FISH probes were produced and purchased from Sigma-Aldrich, delivered HPLC 
purified at 0.05μmol. The 3/2 probes used per target (NEAT1 and NEAT1_2 isoform respectively) are 
between 38-40 mer long and are conjugated to one Cy3 through 5' amino acid modifications (see table 
3 for sequence).  
FISH was performed as previously described (http://www.singerlab.org/protocols). Briefly, cell were 
fixed with 4% paraformaldehyde (electron microscopy science), rinsed twice and permeabilized 
overnight in 70% ETOH. Then cells were pre-hybridized in a 15% formamide/2X SSC buffer at room 
temperature. The hybridization reaction was performed overnight at 37°C with a Mix of 2XSSC, 
0.5mg/mL yeast tRNA, 15% formamide, 10% dextran sulfate, and 10ng of mixed probes. Then the 
coverslip were rinsed two time 10min in 2X SSC and in 1XSSC 10min, before mounting on Moviol 
mounting medium supplemented with DAPI. Three-dimensional image stacks were captured on 
LSM780 Zeiss confocal microscope, camera lens x63 with Z acquisition of 0.45 μM and Zen software 
(Zeiss). 
  
WESTERN BLOT 
Cells were harvested on ice, washed with cold PBS, collected on RIPA buffer (Biobasic) supplemented 
with protease inhibitor (Sigma). Protein concentration was measured using BCA Protein Assay Kit 
(Interchim), and equal amounts of proteins were subjected to SDS-PAGE (TGX Stain Free FastCast 
Acrylamid, 12%, Bio-Rad, 161-0185) and transferred onto nitrocellulose membrane (Transblot Turbo, 
Bio-Rad, 1704271). Membranes were washed in Tris-buffered saline supplemented with 0.05% 
Tween-20 and then saturated in Tris-buffered saline supplemented with 0.05% Tween-20 with 5% 
BSA, incubated overnight with primary antibodies in Tris-buffered saline supplemented with 0.05% 
Tween-20 with 5% BSA, washed and revealed with Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, 170-
5060). Western blotting was conducted using standard methods with the following antibodies: Rabbit 
anti-PSPC1 (bethyl laboratory, A303-205A), Rabbit anti-p54nrb (Santacruz, sc67016), Rabbit Histone 
H3 (Cell Signaling, 4499), Mouse GAPDH (SantaCruz, SC32233).  
 
CAPILLARY WESTERN 
Diluted protein lysate was mixed with fluorescent master mix and heated at 95°C for 5 minutes. 3 μL 
of protein mix (1mg/mL maximal concentration) containing Protein Normalization Reagent, blocking 
reagent, wash buffer, target primary antibody (rabbit anti-p54nrb, diluted 1:200 [Santacruz, sc67016], 
rabbit anti-PSPC1 diluted 1:100 [bethyl laboratory, A303-205A], mouse anti-SFPQ diluted 1:100 
[Abcam, Ab11825]; rabbit anti-FGF1 diluted 1:25 [Abcam Ab207321], rabbit anti-Nucleolin diluted 
1:50 [Novus biological, NB600-241], secondary-HRP (ready to use rabbit of mouse “detection 
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module”, DM-001 or DM-002), and chemiluminescent substrate were dispensed into designated wells 
in a manufacturer provided microplate. The plate was loaded into the instrument (Jess, Protein Simple) 
and proteins were drawn into individual capillaries on a 25 capillary cassette (12-230kDa) (SM-
SW004). Normalization reagent allow to detect total protein in the capillary through the binding of 
amine group by a biomolecule and to get rid of housekeeping protein that can arbor an inconsistent 
and unreliable expression. Graph plotted on Figures represent chemiluminescence value before 
normalization. 
 
RNA PURIFICATION AND CDNA SYNTHESIS 
Total RNA extraction from HL-1 cells was performed using TRI Reagent according to the 
manufacturer’s instructions (Molecular Research Center Inc, USA). RNA quality and quantification 
were assessed by a Nanodrop spectrophotometer (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). 750 ng RNA 
was used to synthesize cDNA using a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems, France). Appropriate no-reverse transcription and no-template controls were included in 
the qPCR assay plate to monitor potential reagent or genomic DNA contaminations, respectively. The 
resulting cDNA was diluted 10 times in nuclease-free water. All reactions for the PCR array were run 
in biological triplicates. 
 
QPCR  
7.5 ng cDNA were mixed with with 2X TB green Premix Ex Taq II (Takara, RR820B), 10 μM forward 
and reverse primers, according to manufacturer instruction. qPCR reaction were performed on Viia7 
(AppliedBiosystems) and the oligonucleotide primers used are detailed in Table 4. 
 
DDPCR 
 ddPCR reaction for Neat1 knockdown control were performed with Bio-Rad system. The ddPCR 
reaction mixture (22 μl) contained 2x QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix (no dUTP) (Bio-Rad), 
2 μM of a mix of forward and reverse primers (Table 4), and 2/4/6 μL of cDNA depending on the 
target. The reaction mixture was transferred for droplet generation by AutoDG System (Bio-Rad) in 
individual wells of disposable DG32 Automated Droplet Generator Cartridges that was already placed 
in cartridge holder. The droplet were generated by AutoDG System, between 15000-20000 
droplet/well. The prepared droplet emulsions were further loaded in a ddPCR 96-Well Plates (Bio-rad) 
by aspirating 40 μl from the DG32 cartridge by the AutoDG System. The plate was then heat sealed 
with pierceable foil using a PX1 PCR plate sealer 5s at 180°C (Bio-Rad) and PCR amplification was 
carried out in a T100 thermal cycler (Bio-Rad). The thermal consisted of initial denaturation at 95°C 
for 5 min followed by 40 cycles of 95°C for 30 s (denaturation) and 60°C for 1 minute 
(annealing/elongation) with a ramp of 2°C/s, a signal stabilization step at 4°C 5min followed by 90°C 
5min. After PCR amplification the positive droplets were counted with QX200 droplet reader (Bio-
Rad). 
 
CELL FRACTIONATION 
HL-1 cells placed in normoxia or hypoxia and transduced by p54nrb-HA construct were trypsinized, 
rinsed with PBS and lysed in solution 1 (Hepes 50 mM/NaCl 150 mM pH 7.3, digitonin (100 μg/mL), 
EDTA 1mM, protease inhibitor coctkail) and incubated on ice. Then the lysate was centrifugated at 
2000g 5min and the supernatant (cytosolic fraction) was aliquoted. Then the pellet was rinsed in PBS, 
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and incubated in solution 2 (Hepes 50 mM/NaCl 150 mM pH 7.3, NP40 1%, EDTA 1 mM, protease 
inhibitor coctkail) during 30min at 4°C. After centrifugation at 7000g, the pellet was rinsed and 
resuspended in solution 3 (Tris/HCl 50 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, sodium deoxycholate 0.5%, 
SDS 0.1% (RIPA), protease inhibitor coctkail) and incubated 10 min at 4°C. Finally the lysate was 
centrifuged 10 min at 8200g and the supernatant was aliquoted (nuclear fraction). Cells with no 
transduction were used as a control and lysed in RIPA buffer. 
 
IMMUNOPRECIPITATION  
Immunoprecipitation experiments were conducted with 150 μg of total protein amounts from three or 
four biological replicates of cytosolic and nuclear fraction in normoxia or hypoxia, or from total 
cellular extract with a HA antibody (H9558/H3663, Sigma) or with irrelevant mouse IGg antibody 
(I5381 Sigma) using EZ view red protein G beads (Sigma). The beads-antibody-protein mix were 
incubated overnight at 4°C and bounds protein were eluted with 35 μg HA peptides diluted in PBS 
(Sigma) then Laemmli buffer was added and the eluate heated at 95°C 2 min.  
 
IN-GEL TRYPSIN DIGESTION AND MASS SPECTROMETRY ANALYSIS 
For mass spectrometry analysis, immunoprecipitated samples were submitted to an additional protein 
reduction in 24.5 mM dithiothreitol for 30 min at 56°C followed by an alkylation of cysteine residues 
in 74 mM iodoacetamide for 30 min in the dark at room temperature. Each reduced/alkylated sample 
was loaded onto 1D SDS-PAGE gel (stacking 4% and separating 12% acrylamide). For one-shot 
analysis of the entire mixture, no fractionation was performed, and the electrophoretic migration was 
stopped as soon as the protein sample entered the separating gel. The gel was briefly stained using 
Quick Coomassie Blue (Generon). Each single slice containing the whole sample was excised and 
subjected to in-gel tryptic digestion using modified porcine trypsin (Promega, France) at 10 ng/μl as 
previously described (Shevchenko et al., 1996). The dried peptide extracts obtained were dissolved in 
17 μl of 0.05% trifluoroacetic acid in 2% acetonitrile and analyzed by online nanoLC using an Ultimate 
3000 RSLCnano LC system (Thermo Scientific Dionex) coupled to an LTQ Orbitrap Velos mass 
spectrometer (Thermo Scientific, Bremen, Germany) for data-dependent CID fragmentation 
experiments. 5 μl of each peptide extracts were loaded in two or three injection replicates onto 300 μm 
ID x 5mm PepMap C18 precolumn (ThermoFisher, Dionex) at 20 μl/min in 2% acetonitrile, 0.05% 
trifluoroacetic acid. After 5 minutes of desalting, peptides were online separated on a 75 μm ID x 50 
cm C18 column (in-house packed with Reprosil C18-AQ Pur 3 μm resin, Dr. Maisch ; Proxeon 
Biosystems, Odense, Denmark), equilibrated in 95% of buffer A (0.2% formic acid), with a gradient 
of 5 to 25% of buffer B (80% acetonitrile, 0.2% formic acid) for 80 min then 25% to 50% for 30 min 
at a flow rate of 300 nL/min. The LTQ Orbitrap Velos was operated in data-dependent acquisition 
mode with the XCalibur software (version 2.0 SR2, Thermo Fisher Scientific). The survey scan MS 
was performed in the Orbitrap on the 350–1,800 m/z mass range with the resolution set to a value of 
60,000. The 20 most intense ions per survey scan were selected with an isolation width of 2 m/z for 
subsequent data-dependent CID fragmentation and the resulting fragments were analyzed in the linear 
trap (LTQ). The normalized collision energy was set to 30%. To prevent repetitive selection of the 
same peptide, the dynamic exclusion duration was set to 60 s with a 10 ppm tolerance around the 
selected precursor and its isotopes. Monoisotopic precursor selection was turned on. For internal 
calibration the ion at 445.120025 m/z was used as lock mass. 
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QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS 
 
QPCR AND DDPCR ANALYSIS 
qPCR data were analyzed on Quantstudio (AppliedBiosystems). RPL11 or HPRT were used as 
reference gene. Relative quantification (RQ) of gene expression was calculated using the 2-ΔΔCT 
method. ddPCR data was analyzed using the QuantaSoft 1.7.4 software (Bio-Rad). HPRT was used as 
reference gene and Neat1 RNA expression was normalized by normoxia control and expressed in %.  
 
DUAL LUCIFERASE SYSTEM 
Data were analyzed on MicroWin 2000. Background noise were measured with non-transduced cells 
samples and removed from transduced cell sample measurement. Then LucF/LucR ratio was 
calculated on Excel 2007 (Microsoft Office) and mean and SD were calculated as well.  
 
FISH 
Images were analyzed with a script for ImageJ. For each segmented nucleus, spots are segmented by 
detecting local maxima after a laplacien filter is applied.  
 
CAPILLARY WESTERN 
Data were analyzed on compass software provided by the manufacturer. 
 
BIOINFORMATICS ANALYSIS FOR PROTEIN IDENTIFICATION AND LABEL FREE 
QUANTIFICATION 
Acquired MS and MS/MS data as raw MS files were converted to the mzDB format (Bouyssié et al., 
2015) using the pwiz-mzdb converter (version 0.9.10, https://github.com/mzdb/pwiz-mzdb) executed 
with its default parameters. Generated mzDB files were processed with the mzdb-access library 
(version 0.7, https://github.com/mzdb/mzdb-access) to generate peaklists. Peak lists were searched 
against UniProtKB/Swiss-Prot protein database with mus musculus taxonomy (16,979 sequences) in 
Mascot search engine (version 2.6.2, Matrix Science, London, UK). Cysteine carbamidomethylation 
was set as a fixed modification and methionine oxidation as variable modification. Up to two missed 
trypsin/P cleavages were allowed. Mass tolerances in MS and MS/MS were set to 10 ppm and 0.6 Da, 
respectively. Validation of identifications was performed through a false-discovery rate set to 1% at 
protein and peptide-sequence match level, determined by target-decoy search using the in-house-
developed software Proline software version 1.6 (http://proline.profiproteomics.fr/). For label-free 
relative quantification across samples, raw MS signal extraction of identified peptides was performed 
using Proline. The cross-assignment of MS/MS information between runs was enabled (it allows to 
assign peptide sequences to detected but non-identified features). Each protein intensity was based on 
the sum of unique peptide intensities and was normalized across all samples by the median intensity. 
Missing values were independently replaced for each run by its 5% quantile. After log2-transformation 
of the data, the values of the technical replicates were averaged for each analyzed samples. Only the 
proteins identified with more than 4 MS/MS counting in at least one of the two compared conditions 
and quantified in a minimum of two biological replicates before missing value replacement were 
subjected to the statistical analysis. For each pairwise comparison, an unpaired two-tailed Student’s t-
test was performed. Proteins were considered significantly represented when their absolute log2-
transformed fold change was superior or equal to 1 and their p-value under or equal to 0.05. Volcano 
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plots were drawn to visualize significant protein abundance variations between the two compared 
conditions. They represent log10 (p-value) according to the log2 ratio. 
 
STATISTICAL ANALYSIS 
All statistical analyses were performed using One Way ANOVA, unpaired two-tailed student t-test or 
Mann-Whitney rank comparisons test calculated on GraphPad Prism software depending on n number 
obtained and experiment configuration. Results are expressed as mean + standard deviation, *p<0.05, 
**p<0.01,***<0.001, ****<0.0001. 
 
DATA AND CODE AVAILABILITY 
 
The data/codes supporting the current study have not been deposited yet in a public repository 
because but are available from the corresponding author on request.  
 
KEY RESOURCES TABLE 
 
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 
Antibodies 
Rabbit anti-p54nrb diluted 1:200 Santacruz sc67016 
Rabbit anti-PSPC1 diluted 1:100 bethyl laboratory A303-205A 
Mouse anti-SFPQ diluted 1:100 Abcam Ab11825 
Rabbit anti-FGF1 diluted 1:25 Abcam Ab207321 
Rabbit anti-Nucleolin diluted 1:50 Novus biological NB600-241 
Rabbit Histone H3 Cell Signaling 4499 
Mouse GAPDH SantaCruz SC32233 
Mouse total IGg  Sigma I5381 
Mouse anti-HA Sigma H9558/H3663 
Rabbit detection module  Protein Simple DM-001 
Mouse detection module Protein Simple DM-002 
Secondary streptavidine-HRP Protein Simple 043-459-2 
Bacterial and Virus Strains  
Escherichia Coli Top10 InVitrogen C404003 
Escherichia Coli Strataclone  Agilent technologies 200185 
Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins 
TRI-Reagent MRC Inc TR118 
Isopropanol Sigma-Aldrich 33539 
Ethanol Sigma-Aldrich 32221 
Digitonin Sigma-Aldrich D141 
NP40 (IGEPAL 630) Sigma-Aldrich I8896 
EDTA Euromedex EU0084-A 
Proteinase inhibitor cocktail Sigma-Aldrich P2714 
RNAse inhibitor AppliedBiosystem N8080119 
HA peptides Sigma-Aldrich I2149 
Formamide Invitrogen 15515026 
Paraformaldehyde 16% Electron Microscopy Science  
SSC saline-sodium citrate buffer Euromedex EU0300-C 
RIPA BioBasic RB4476 
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Critical Commercial Assays 
Premix Ex Taq II  Takara RR820B 
EZ view red protein G beads Sigma E3403 
DG32 cartridge Bio-Rad #1864108 
QX200™ ddPCR™ EvaGreen 
Supermix Bio-Rad 1864034 
High capacity cDNA Reverse 
transcription kit Thermofisher 4368814 
NucleoBond® Xtra Maxi kits Macherey-Nagel 740414.10 
EZ-10 Spin Column Plasmid DNA 
Miniprep Kit BioBasic BS413 
StrataClone Blunt PCR Cloning Kit Agilent  240207 
Dual-Luciferase® Reporter Assay 
system Promega E1980 
Jess or Wes Separation Module ProteinSimple SM-SW004 
Fluorescent 5x Master Mix 1 ProteinSimple PS-FL01-8 
Deposited Data 
p54nrb IP-MS  This paper N/A 
Foci count algorithm This paper N/A 
Experimental Models: Cell Lines 
293FT Invitrogen R700-07 
HT1080 ATCC CCL-121 
HL-1  / Sigma-Aldrich SCC065 
Oligonucleotides 
NEAT1 This paper See table 4 
NEAT1_2 This paper See table 4 
HPRT This paper See table 4 
RPL11  See table 4 
SFPQ This paper See table 4 
p54nrb This paper See table 4 
PSPC1 This paper See table 4 
NUCLEOLIN This paper See table 4 
RPS2 This paper See table 4 
HNRNPM (Hantelys et al., 2019) See table 4 
Recombinant DNA 
pTRIP-CRHL+ Sequence available on Dryad, (2)  
pTRIP-CRF1AL+ Sequence available on Dryad, (17; 26)  
pTRIP-CRFL+ Sequence available on Dryad, (25)  
pTRIP-CRVAL+ Sequence available on Dryad, (16)  
pTRIP-CRVAL+ Sequence available on Dryad, (16)  
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pTRIP-CRhVCL+ Sequence available on Dryad, (2)  
pTRIP-CRhVDL+ Sequence available on Dryad, (13)  
pTRIP-CRMP2L+ Sequence available on Dryad, (42)  
pTRIP-CREL+ Sequence available on Dryad, (25)  
pTRIP-CRIGL+ N/A N/A 
pCMV-dR8.91 Addgene  
pCMV-VSV-G  Addgene  
pTRIP-HA2-p54nrb N/A N/A 
siRNA SMARTpool p54nrb Dharmacon E-048587-01-0005 
siRNA SMARTpool SFPQ Dharmacon E-044760-00-0005 
siRNA SMARTpool PSPC1 Dharmacon E-049216-00-0005 
siRNA SMARTpool Rps2 Dharmacon E-049205-00-0005 
siRNA SMARTpool Nucleolin Dharmacon E-059054-00-0005 
siRNA SMARTpool hnRNPM Dharmacon E-044465-00-0005 
siRNA non-targeting control  Dharmacon D-001910-10-20 
LNA Gapmer NEAT1 A Qiagen LG00218175 
LNA Gapmer NEAT1 B Qiagen LG00218176 
LNA Gapmer NEAT1 C Qiagen LG00218177 
LNA Gapmer NEAT1 D Qiagen LG00218178 
LNA Gapmer negative control Qiagen 339515 
Software and Algorithms 
Prism 6 Graphpad https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/ 
Excel 2007 Microsoft office  
FIJI FIJI https://fiji.sc/ 
ImageJ ImageJ/NIH https://imagej.nih.gov/ij/download.html 
Zen black/Blue edition Zeiss 
https://www.zeiss.fr/micros
copie/produits/microscope-
software/zen-lite.html 
QuantStudio AppliedBiosystems 
https://www.thermofisher.c
om/fr/fr/home/global/forms
/life-science/quantstudio-3-
5-software.html 
QuantaSoft 1.7.4 Bio-Rad 
https://www.bio-
rad.com/fr-fr/sku/1864011-
quantasoft-software-
regulatory-
edition?ID=1864011 
Microwin 2000 Berthold 
https://fr.freedownloadman
ager.org/Windows-
PC/MikroWin-2000.html 
XCalibur software  Thermo Fisher Scientific version 2.0 SR2 
pwiz-mzdb converter https://github.com/mzdb/p
wiz-mzdb 
version 0.9.10 
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mzdb-access library https://github.com/mzdb/m
zdb-access 
version 0.7 
Mascot search engine Matrix Science version 2.6.2 
Proline software  http://proline.profiproteom
ics.fr/ 
version 1.6 
Other 
LSM780 Zeiss confocal microscope Zeiss N/A 
Jess capillary western Protein Simple N/A 
LTQ Orbitrap Velos mass 
spectrometer 
Thermo Scientific N/A 
Ultimate 3000 RSLCnano LC 
system 
Thermo Scientific Dionex N/A 
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e chapitre précédent nous a permis de découvrir que Neat1 était un facteur clé de la 
régulation de la traduction dans les cardiomyocytes. Avec p54nrb et PSPC1, deux autres 
composants du paraspeckle, il permet une traduction indépendante de la coiffe par le 
mécanisme utilisant les IRES. Les IRES des facteurs de croissance des fibroblastes FGF1 et FGF2, les 
facteurs de croissances de l’endothélium vasculaire VEGFAa, VEGFAb, VEGFC et VEGFD, et le 
cardioprotecteur IGF1R (Insuline-like growth factor receptor) ainsi que l’IRES du proto-oncogène c-
myc sont tous induits lors de l’hypoxie précoce dans les cardiomyocytes et contrôlé fortement par le 
long ARN non-codant Neat1. L’IRES viral EMCV n’est pas impacté par la déplétion de ces trois 
facteurs. 
 La synthèse de facteurs de croissance angiogéniques et lymphangiogéniques lors du remodelage 
du cœur ischémique est bénéfique. Aussi Neat1 est une cible thérapeutique privilégiée pour amplifier 
cette réponse au stress passant par les IRES. Dans le cancer, à l’inverse, la tumeur a besoin d’utiliser 
et de façonner les vaisseaux sanguins et lymphatiques du micro-environnement pour se développer et 
disséminer de façon métastatique. Ce processus est favorisé par l’hypoxie ambiante qui active 
notamment la traduction IRES-dépendante147. La question qui se pose alors est : Neat1 agit-il 
également en tant qu’ITAF des IRES des facteurs angiogéniques et lymphangiogéniques dans 
l’hypoxie tumorale ? 
Pour répondre à cette question, dans ce troisième chapitre, nous avons investigué l’expression de 
Neat1 et de son isoforme Neat1_2 dans les cellules de carcinome mammaire murin métastatique et 
non-métastatique 4T1 et 67NR. Nous avons également étudié l’activité de notre modèle, l’IRES du 
FGF1, dans ces cellules en hypoxie chimique et physiologique. Enfin, nous avons mis au point un 
système d’interférence ARN à l’aide d’un micro ARN artificiel exprimé par lentivecteur pour éteindre 
le long ARN non-codant Neat1. Nous avons enfin mesuré l’impact de la déplétion de Neat1 avec cet 
outil sur la traduction IRES-dépendante de FGF1. Cette étude nous a permis de révéler que Neat1 
contrôle la traduction IRES-dépendante dans les cellules de carcinome mammaire, suggérant que le 
mécanisme décrypté dans les cardiomyocytes s’étendre aux cellules tumorales. Le rôle du paraspeckle 
en tant que plateforme d’assemblage de l’IRESome et le rôle-clé de Neat1 dans la régulation de la 
traduction pourraient donc constituer un mécanisme général de la réponse au stress. 
  
L 
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Résultats 
Nous avons tout d’abord mesuré l’expression de Neat1 en réponse à l’hypoxie dans deux lignées 
cellulaires cancéreuses, 67NR (carcinome mammaire non métastatique), et 4T1 (carcinome mammaire 
métastatique). Ces lignées murines présentent l’avantage d’être des modèles tumoraux syngéniques, 
c’est à dire qu’elles peuvent être injectées à des souris immunocompétentes pour analyser la 
progression tumorale dans la perspective de poursuivre l’étude in vivo. Choudry et al. ont démontré 
une induction de Neat1 après 24 h d’hypoxie dans des cellules de tumeur mammaire humaine MCF7330. 
Nous avons cherché à vérifier cette induction, ainsi qu’à étudier l’expression de Neat1 à des temps 
plus précoces, en hypoxie physiologique (chambre à hypoxie à 1% d’O2) et en hypoxie chimique 
(100μM de chlorure de CoCl2) comme contrôle. Des échantillons ont été collectés à différents temps 
d’hypoxie : 4 h, 8 h et 24 h. Les ARN ont été extraits des lignées 67NR et 4T1. Les ARN totaux ont 
été amplifiés et quantifiés par RT-qPCR (rétrotranscription associée à une PCR quantitative) pour 
l’étude de l’expression du lncARN Neat1. Neat1 présente deux isoformes : Neat1_1 qui est 
polyadénylé et Neat1_2 qui possède une triple hélice en 3’. Neat1_1 et Neat1_2 partagent une partie 
de leur séquence, Neat1_1 étant compris dans le 5’ de Neat1_2. Deux couples d’amorces ont été 
dessinés : un premier couple spécifique de la région commune aux deux isoformes, et un deuxième 
couple spécifique du grand variant Neat1_2. Etant donné que la réverse-transcription est réalisée avec 
des oligonucléotides aléatoires, le premier couple permet de quantifier les deux isoformes alors que le 
second permet de quantifier Neat1_2. Pour étudier l’expression du petit variant Neat1_1, il est 
nécessaire d’effectuer une RT-PCR avec des oligod(T) -rétrotranscrivant les ARN polyadénylés en 
ADNc- avant la qPCR avec le premier couple d’amorce, ce qui permet de le différencier de Neat1_2. 
L’expression de Neat1 et de son isoforme Neat1_2 a été étudiée dans les lignées 67NR et 4T1, à 4 
h, 8 h et 24 h d’hypoxie en chambre ainsi qu’en hypoxie chimique. L’expression de l’ARN à chaque 
temps d’hypoxie a été normalisée par rapport à l’expression correspondante en normoxie. Dans les 
cellules 67NR, issues d’une tumeur mammaire non métastatique, on observe une induction de 
Neat1/Neat1_2 à 4 h d’hypoxie pour les deux traitements, de 1,2 à 13 fois (Figure 1 A, B). L’induction 
en hypoxie chimique est plus forte que l’induction à 1% d’O2. À 8 h pour les deux traitements, on 
observe une absence d’induction de Neat1. Enfin à 24 h, Neat1 est faiblement induit avec les deux 
traitements, tandis que Neat1_2 est très fortement induit en hypoxie à 1% d’O2 (160 fois plus qu’en 
normoxie). On constate par hybridation in situ que Neat1 est déjà fortement présent dans la lignée 
cellulaire en normoxie (Figure 1 C) et de façon hétérogène selon les cellules. 
1. Neat1 est induit en hypoxie dans les cellules de carcinome 
mammaire  
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Dans la lignée métastatique 4T1 issues de la même tumeurs que la lignée 67NR, (Figure 1 D, E), 
on observe une augmentation de l’expression de Neat1 et Neat1_2 de cinq à dix fois par rapport à la 
normoxie à 4 h pour les deux traitements. Cependant elle n’est pas statistiquement significative. 
L’expression ne varie pas à 8 h, tout comme pour la lignée 67NR. Enfin, à 24 h en hypoxie chimique, 
on observe une très forte induction de Neat1_2/Neat1, de 15 fois à 150 fois par rapport à la normoxie. 
Pour 24 h d’hypoxie en chambre, il n’y a pas, ou une très faible, induction de Neat1. Même si ces 
résultats demandent à être reproduits pour vérifier si cette différence entre les deux méthodes 
d’hypoxie est effective ou seulement artéfactuelle, ces données nous suggèrent que Neat1 est induit 
lors de l’hypoxie dans les cellules 4T1 et qu’il y a deux phases d’induction, l’une à 4 h et l’autre à 24 
h.  
Ces premiers résultats, bien que devant être confirmés par de nouvelles cinétiques suggèrent que 
l’hypoxie induit Neat1, et plus particulièrement l’isoforme Neat1_2, dans les deux lignées étudiées. 
 
Figure 1. Neat1 est induit en hypoxie dans les carcinomes mammaires 67NR et 4T1. 
A Niveau d’expression de Neat1 ou B Neat1_2 (Rq) dans les cellules 67NR et D et E 4T1 à 4 h, 8 h et 24 h en hypoxie 
à 1% d’O2 ou hypoxie chimique (CoCl2 100μM). Quantification par qPCR des ADNc, comparaison au 18S et 
normalisation sur le Rq en normoxie. Les histogrammes représentent la moyenne géométrique et l’écart-type. L’analyses 
statistique Two-way ANOVA a été effectuée avec test de comparaison multiple de Dunnet : normoxie vs hypoxie pour 
chaque temps (*p<0,05 ; **p<0,005 ; ***p<0,0005 ; ****p<0,0001 ; n=2-3). Expérience d’hybridation in situ (FISH) 
pour marquer Neat1 (cy3) et le noyau des cellules (DAPI) de cellules 67NR D et 4T1 E. Les cellules ont été cultivées 
en normoxie sur des lamelles coatées avec de la gélatine 1%. 
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Cependant il se dégage des particularités propres à chaque lignée, sans doute liées à des différences 
de sensibilité à l’hypoxie. L’induction est effective à 24 h dans les cellules 4T1, et aux deux temps 
dans les cellules 67NR. De plus, les cinétiques font apparaître notamment dans les cellules 67NR deux 
événements d’induction discontinus, étant donné qu’aucune variation significative de l’expression de 
Neat1 n’est observée à 8 h. 
 
 
 
Figure 2. L’IRES du FGF1 est activé en hypoxie tardive dans le carcinome mammaire 
A Rapporteur bicistronique « Lucky-Luke ». Cassette sous contrôle du promoteur viral CMV ; B Activité de l’IRES du 
FGF1 dans les cellules 67NR B ou 4T1 C à 1% d’O2 ou traitées au CoCl2 (100μM), transduites par le lentivecteur 
bicistronique « CRF1AL+ ». Ratio de luminescence LucF/LucR en hypoxie reporté sur le ratio en normoxie. Les 
histogrammes représentent la moyenne géométrique et l’écart-type. L’analyses statistique Two-way ANOVA a été 
effectuée avec test de comparaison multiple de Dunnet : normoxie vs hypoxie pour chaque temps (*p<0,05 ; **p<0,005 ; 
***p<0,0005 ; ****p<0,0001 ; n=3) 
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Afin de trouver les conditions permettant l’activation de l’IRES du FGF1 dans les lignées 
tumorales, nous avons utilisé un lentivecteur bicistronique exprimant deux gènes rapporteurs 
luciférases, validé au laboratoire (Figure 2A). Ce rapporteur « Lucky-Luke » est cloné sous contrôle 
du promoteur CMV. La cassette contient en premier cistron le gène de la luciférase Renilla traduit par 
le mécanisme classique dépendant de la coiffe, et en deuxième cistron celui de la luciférase Firefly 
sous contrôle de l’IRES étudié. L’activité de l’IRES est reflétée par le ratio de bioluminescence 
LucF/LucR, la traduction dépendante de la coiffe n’étant jamais totalement inhibée. L’utilisation d’un 
lentivecteur permet d’obtenir une insertion stable du transgène dans la cellule cible. Les lignées 
tumorales 4T1 et 67NR ont été transduites par ce lentivecteur « Lucky-Luke » et l’activité de l’IRES 
mesurée au luminomètre compteur de photons à double injecteur. Les figure 2B et C ont été obtenues 
en plaçant les cellules en chambre à hypoxie et avec un traitement au CoCl2. 
 Pour la lignée 67NR, on constate que l’IRES du FGF1 n’est pas activé à 4 h d’hypoxie, ni à 8 h 
pour les deux traitements. C’est à 24 h et à 1% en O2 qu’on peut observer une activité de l’IRES 2,2 
fois plus importante que l’activité en normoxie (Figure 2B). L’hypoxie chimique n’a pas eu d’effet 
sur l’activité de l’IRES dans cette expérience Dans les cellules 4T1, la même activité IRES est 
observée : activation d’un facteur 2,5 à 24 h à 1% d’O2. L’hypoxie chimique révèle également une 
activation de l’IRES, plus modeste mais significative. (Figure 2C). L’expérience sera à renouveler 
pour confirmer les résultats obtenus. Ces données nous permettent de conclure que l’IRES du FGF1 
est activé à 24 h d’hypoxie dans les lignées tumorales 67NR et 4T1, à 1% d’oxygène. Ces conditions 
d’activation ont été utilisées pour la suite du projet. En conclusion, cette étude de la régulation de 
l’IRES du FGF1 par l’hypoxie permet de dire que l’IRES est activé en hypoxie tardive dans les lignées 
4T1 et 67NR. Ces résultats font émerger une corrélation possible entre l’induction de l’ARN non 
codant Neat1 (plus particulièrement Neat1_2) et l’activation de l’IRES à 24 h dans les lignées 
tumorales 67NR et 4T1 qui semblent plus résistantes à l’hypoxie que les cardiomyocytes HL-1. 
Le concept du miARN artificiel 
Afin d’établir un lien direct entre l’activation de l’IRES et l’induction de Neat1 en hypoxie, nous 
avons développé un outil permettant de procéder à l’invalidation de Neat1 par interférence ARN. En 
2. L’IRES du FGF1 est activé après 24 h d’hypoxie dans les lignées 
tumorales 4T1 et 67NR 
3. Etude de l’effet de l’invalidation de Neat1 sur l’activité de l’IRES 
 
 
240 Résultats – Chapitre III : Etude de Neat1 et de la traduction IRES lors de l’hypoxie tumorale 
 
effet, si Neat1 est impliqué dans la régulation de l’IRES, son extinction devrait résulter en une 
diminution de l’activité. L’effet des siARN étant transitoire, leur utilisation ne convient pas si l’on 
cherche une expression sur le long terme. De plus, certains types cellulaires sont difficiles à transfecter 
et par conséquent le knockdown devient moins efficace. L’utilisation des shARN (small-hairpin ARN) 
est également possible : l’expression est permanente car ils peuvent être délivrés dans la cellule au 
moyen de vecteurs lentiviraux. Cependant, un promoteur de la polymérase III (U6, H1) est utilisé la 
plupart du temps ce qui produit les shARN à un haut niveau. L’expression en est moins bien contrôlée 
spatialement331. De plus, une trop forte expression du shARN peut induire une saturation du complexe 
RISC, des difficultés pour la cellule à prendre en charge la maturation du shARN332,333 alors que ces 
mêmes shARN insérés dans un squelette de miARN sont bien plus efficacement pris en 
charge334.Enfin, les shARN sont susceptibles d’induire une toxicité pour la cellule335.  
Ainsi notre choix s’est porté sur l’utilisation de miARN artificiel, adapté du kit BLOCK-iT™ Pol 
II miR RNAi de LifeTechnologies (invitrogen). Le système BLOCK-IT se base sur la séquence du 
miARN-155, produit de façon endogène chez la souris336, amélioré pour que le knockdown soit plus 
efficace (notamment en raccourcissant la boucle interne à deux nucléotides au lieu de 5). Les séquences 
5’ et 3’ du transcrit miR-155 sont conservées afin de reconstituer la structure d’origine mais la partie 
centrale est remplacée par une séquence permettant de cibler l’ARNm d’intérêt (Cf. figure 3A). Le 
produit de transcription imite un pré-miARN et est pris en charge par la machinerie d’interférence à 
ARN : le miARN est exporté puis la boucle terminale clivée par Dicer et le brin fonctionnel (antisens) 
chargé avec Ago2 dans le complexe RISC qui ira éteindre le gène cible par clivage de l’ARNm, car le 
brin fonctionnel est conçu de sorte que l’hybridation ARNm/miARN soit complète. Ainsi l’effet de ce 
miARN articifiel sera équivalent à une invalidation par un siARN337. 
Afin d’optimiser le knockdown nous avons conçu quatre séquences miR ciblant Neat1 (miR-G1-
4) et quatre séquences miR ciblant Neat1_2 (miRG6-9). Ces 8 constructions ont été clonées avec 
succès et les lentivecteurs ont été produits (Cf. Matériel et Méthode). Nous avons choisi les cellules 
67NR pour la transduction, celles-ci présentant la plus forte induction de Neat1_2 à 24 h d’hypoxie à 
1% d’O2, mais également une forte activation de l’IRES du FGF1 à ce même temps et dans ces mêmes 
conditions.  
Invalidation de Neat1 dans les cellules 67NR 
Les cellules 67NR ont été transduites par les quatre lentivecteurs miARN (G1-4), ciblant les deux 
isoformes de Neat1, pour maximiser les chances d’obtenir une extinction. Les résultats indiquent un 
knockdown (KD) de Neat1 (comparé à des cellules non-transduites) de respectivement : 64%, 72%, 
68% et 66% pour les miR-G1/2/3/4 (Figure 3A). Compte-tenu de ces résultats et pour tenter d’obtenir 
 
 
241 Résultats – Chapitre III : Etude de Neat1 et de la traduction IRES lors de l’hypoxie tumorale 
 
un KD de Neat1 plus important, des combinaisons de miARN ont été testées en co-transduisant deux 
et trois miARN : G2-4 et G2-3-4. Ces combinaisons ont permis un KD de respectivement 74% et 77% 
(Figure 3B). Une combinaison de deux autres miRNA ciblant Neat1_2 spécifiquement, miRG6+7, a 
également été utilisée avec succès (données non montrées). La stratégie des miARN artificiels (qui 
n’avait jamais encore été développée au laboratoire) ciblant Neat1 ou Neat1_2 insérés dans des 
lentivecteurs a été utilisée pour la poursuite de l’étude. 
 
 
Figure 3. L’extinction de Neat1 entraine une baisse de l’activité de l’IRES du FGF1 en normoxie 
et hypoxie  
A Violet : séquence du miARN/siARN mature (adapté de BLOCK-iT™ Pol II miR RNAi Expression Vector Kits 
Manual). Construction insérée dans le vecteur pTRIP-CMV-MCS utilisé pour la production de lentivecteur. Dans le 
modèle cellulaire, transcription du pré-miARN, export et clivage : duplex de miARN, complexe RISC avec Ago2 et 
extinction de la cible. En parallèle les cellules 67NR ont été transduites par le lentivecteur GFP. Le dot pot résulte du taux 
de cellules GFP+ (en vert dans le cadre violet) : en abscisse l’intensité de fluorescence GFP, en ordonnée SSC (Side 
SCatter pour la granularité des cellules). B Niveau d’expression de Neat1 (Rq) dans les cellules 67NR transduites par les 
miARN G1-4,G2-4 et G2-3-4. Quantification par qPCR des ADNc, comparaison au 18S et normalisation sur le Rq non-
transduit (NT). Les histogrammes représentent la moyenne géométrique et l’écart-type. L’analyses statistique utilisée est 
One-way ANOVA avec le test de comparaison multiple de Dunnet : NT vs miR pour chaque combinaison (**p<0,005 ; 
***p<0,0005 n=2-6). C Activité de l’IRES A du FGF1 en normoxie et à 24 h d’hypoxie à 1% d’O2 dans les lignées 67NR, 
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L’extinction de Neat1 provoque une baisse de l’activité de l’IRES du FGF1 
Les cellules 67NR contrôle (NT) ou transduites par LV-miR-G2 ou un co-transduction par 
LVmiRG6 + LV miRG7ont été de nouveau transduites par le lentivecteur rapporteur bicistronique 
Lucky Luke puis après 48 h ont été placées ou non 24 h en hypoxie à 1% d’O2. L’activité de l’IRES 
de FGF1 a été mesurée au luminomètre en parallèle d’une RT-qPCR pour vérifier l’invalidation de 
Neat1.  
En normoxie, les cellules transduites par le LV-miR-G2 ont une activité IRES fortement diminuée 
(Figure 3C), de 25% en hypoxie, à plus de 80% de baisse en normoxie. La transduction des cellules 
par le LV-miR-G6-7 en revanche engendre une modeste baisse de son activité, de 10% (non-
significative) à 25% selon les conditions (Figure 3C). 
On constate ici que l’inhibition de Neat1 et Neat1_2 a un effet variable en normoxie et hypoxie sur 
l’activité de l’IRES du FGF1. Cependant ces premières données sont encourageantes : si Neat1 est 
requis pour que l’IRES soit activé, cela renforce notre hypothèse que Neat1 pourrait être un facteur 
transactivateur (ITAF) de l’IRES du facteur angiogénique FGF1 dans les cellules cancéreuses. 
Conclusion et discussion 
Durant ce projet nous avons cherché à comprendre le rôle de Neat1 dans l’initiation de la traduction 
IRES-dépendante lors du stress hypoxique. Pour ce faire, nous avons étudié l’expression de Neat1 dans 
des lignées cellulaires modélisant l’hypoxie tumorale. Les deux lignées cellulaires étudiées présente 
une induction de Neat1 en hypoxie. Une cinétique hypoxique nous a permis de mettre en évidence le 
profil d’expression de Neat1: dans les cellules de cancer du sein métastatique ou non (4T1, 67NR), on 
observe deux phases d’induction de Neat1 à 4 h et 24 h d’hypoxie. L’induction de Neat1 en hypoxie 
se fait de manière HIF-dépendante, plus particulièrement grâce à l’isoforme HIF2- mécanisme plus 
rarement répandu que la régulation de la transcription par HIF1330. Il serait intéressant de voir si 
d’autres gènes cibles de HIF2 sont induits à ces même temps dans ces lignées.  
De plus dans cette étude nous faisons un comparatif de l’hypoxie chimique, induite par le chlorure 
de cobalt et de l’hypoxie physiologique sur l’expression de Neat1 et l’activité de l’IRES du FGF1. Ces 
deux hypoxie sont différentes : l’hypoxie induite par CoCl2 ne concerne que la voie HIF, alors que 
l’hypoxie physiologique agit à différents niveaux. L’hypoxie chimique ne résume donc pas tous les 
67NR-mirG2, 67NR-miR-6+7, transduites par le lentivecteur bicistronique « CRF1AL+ ». Les histogrammes 
représentent la moyenne géométrique et l’écart-type du ratio le luminescence LucF/LucR en hypoxie reporté sur le ratio 
NT en normoxie L’analyses statistique utilisée est le Two-way ANOVA, avec le test de comparaison multiple de Sidak 
(*p<0,05 ; ****p<0,0001 et ns : non significatif; n=2-3). 
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aspects de l’hypoxie physiologique. Le cobalt interagit avec l’ODD (oxygen-dependent degradation 
domain) de HIF en inhibant son hydroxylation et son interaction avec pVHL (Cf. Introduction 
I.1.1)338. Ainsi HIFα (aussi bien le 1 que le 2) est stabilisé en hypoxie au lieu d’être dégradé. Neat1 est 
une cible de HIF2, l’hypoxie chimique tout comme l’hypoxie physiologique sont donc susceptible 
d’induire sa transcription. De façon intéressante, on remarque que les deux lignées cellulaire, 67NR et 
4T1, ne réagissent pas de la même façon aux deux traitements : à 24 h dans les 4T1, Neat1 et Neat1_2 
sont induit par le CoCl2 alors que l’induction de Neat1_2 à ce même temps dans les 67NR est due à 
l’hypoxie physiologique. Bien que ces résultats doivent être reproduits, on voit ici que les deux lignées 
ont un comportement différents dans l’induction de la transcription de Neat1 en fonction du stress 
appliqué.  
Nous avons également mis en évidence que l’IRES du FGF1 est activé à 24 h dans les 4T1 et 67NR. 
Dans les cardiomyocytes HL-1, observés dans le chapitre II, nous avons constaté que l’IRES du FGF1 
était activé après seulement 4 h d’hypoxie. Les cellules tumorales étant plus résistantes à l’hypoxie 
que les cardiomyocytes, cela pourrait expliquer le délai d’activation observé. L’hypoxie chimique 
n’active ici pas ou très peu l’activité des IRES.  
Nous avons par la suite mis en place et validé un système de microARN artificiels dirigés contre 
Neat1 : nous avons cloné et produit des lentivecteurs permettant l’expression de ces ARN interférents. 
Ainsi nous avons obtenu une extinction maximale du long ARNnc de 78%. En plus d’obtenir une 
expression stable, sur le long terme (du moment que la suppression du facteur cible n’induit pas un 
phénotype délétère pour la cellule auquel cas un promoteur inductible sera nécessaire), cette stratégie 
permet l’utilisation du lentivecteur-miARN dans le cas d’une étude in vivo.  
Enfin, nous avons étudié l’effet du knockdown de Neat1 sur l’activité de l’IRES dans les conditions 
d’activations précédemment obtenues. Cette dernière expérience permet d’observer que l’extinction 
de Neat1 provoque une baisse de l’activité IRES comparé aux cellules non transduites pour le miR-
Neat1 et les miR-Neat1_2 en normoxie et en hypoxie, malgré une variation dans l’efficacité 
d’interférence des miARN. Au vu de ces résultats, et sachant que Neat1 interagit directement avec 
p54nrb 339, que cette dernière interagit directement avec hnRNP-M227 et l’IRES174, on peut en conclure 
que Neat1 joue un rôle d’ITAF dans les cellules 67NR pour l’IRES du FGF1, comme nous l'avons 
observé dans les cellules HL-1 dans le chapitre précédent.  
Les effets de l’extinction de Neat1 sont cependant variables selon les miARN utilisés. En effet, les 
mirG2 ciblant les deux isoformes de Neat1 a globalement un effet plus fort que la combinaison des 
miRG6 et G7 visant Neat1_2 spécifiquement. Cette expérience nécessite d’être reproduite, mais ce 
résultat pourrait signifier que les deux isoformes de Neat1 ont leur importance dans la régulation de la 
traduction IRES-dépendante dans les cellules de carcinome mammaire. De plus le niveau d’extinction 
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de Neat1 et Neat1_2 par le miARN peut varier grandement selon les expériences et les taux de 
transduction des lentivecteurs (données non montrées) et le niveau d’inhibition de l’activité IRES 
également, probablement en corrélation. Cette variation peut venir du fait que les microARN sont pris 
en charge par le complexe RISC dans le cytoplasme de la cellule, et que le long ARN non-codant 
Neat1 en plus d’être abondant est décrit comme principalement nucléaire. Or l’activité des miARN est 
principalement cytoplasmique. Il serait intéressant de tester l’extinction de Neat1 par des gapmères 
LNA testés dans le chapitre II et qui n’étaient pas disponibles au laboratoire au moment de la présente 
étude. Cependant le miARN artificiel exprimé par un lentivecteur reste un outil de choix pour l’étude 
de l’expression d’ARN cytoplasmique340. Une baisse plus forte et reproductible dans l’intensité nous 
permettrait de conclure plus fermement sur le rôle de Neat1 en tant qu’ITAF de l’IRES du FGF1 dans 
les cellules cancéreuses.  
Pour la suite du projet, le lien entre l’induction de Neat1 en hypoxie et la (lymph)angiogenèse 
pourra être investigué. Plusieurs études associent en effet l’induction de Neat1 avec un mauvais 
pronostic pour les patients atteint de cancer, notamment dans le carcinome du poumon à grandes 
cellules (NSCLC : non-small cell lung carcinoma)341 ou dans le cancer du sein330. L’angiogenèse 
promeut le développement tumoral et la lymphangiogenèse la dissémination métastatique342,343. Neat1, 
en tant que composant principal des paraspeckles et en tant qu’activateur de la traduction de facteurs 
lymphangiogéniques en hypoxie, constituerait une cible de choix pour une thérapie anticancéreuse. 
Matériel et méthode 
Culture cellulaire 
Les cellules HL-1 (lignée de cardiomyocytes murins) ont été cultivées dans du milieu Claycomb 
complet (10% de sérum de veau fœtal, 100 μM de norépinéphrine, 2 mM de L-glutamine et 
pénicilline/streptomycine à 100ug /mL) dans une atmosphère contrôlée à 20% d’oxygène/5% de CO2 
à 37°C. Les lignées cancéreuses 4T1 (carcinome mammaire murin) et 67NR (carcinome mammaire 
murin métastatique) ont été respectivement cultivées dans du milieu DMEM glutaMax et RPMI 1640 
complet (10% de sérum, pénicilline/streptomycine à 100μg /mL, L-glutamine en plus pour RPMI).  
Hybridation in situ et imagerie 
Les cellules HL-1 ont été cultivées sur une lamelle de verre coatée à la gélatine 1%. Puis les cellules 
ont été fixées avec de la paraformaldéhyde à 4% (electron microscopy science), rincées deux fois au 
PBS et perméabilisées sur la nuit avec 70% d’ETOH à 4°C. Les sondes de FISH ont été achetées et 
produites par Sigma-Aldrich, reçues purifiées HPLC à 0.05μmol. Les trois sondes utilisées par cible 
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(Neat1) font entre 38-40 nt de de long et sont conjuguées à une Cy3 via une modification de l’acide 
amine en 5'. La reaction d’hybridation a été réalisée sur la nuit à 37°C puis la lamelle a été rincée deux 
fois dans un mélange 1X SSC 15% formamide et une fois dans du SSC 1X avant montage sur du 
mowiol supplémenté avec du DAPI. Les images ont été acquises sur un microscope “widefield” à 
fluorescence Olympus avec le logiciel MetaMorph.  
Transduction par le lentivecteur bicistronique 
Les cellules HL-1 ont été transduites par le lentivecteur bicistronique « Lucky-luke » CRF1AL+, 
disponible au laboratoire, contenant le gène LucR de la luciférase Renilla sous le contrôle du promoteur 
CMV et du gène Luc+ de la luciférase Firefly sous contrôle de l’IRES du FGF1. Les cellules HL-1 en 
plaque 6 puits ont été transduites par le lentivecteur à une concentration de 8.105 TU/mL dans du milieu 
de transduction OptiMEM contenant 5 μg/mL de protamine sulfate. L’efficacité de transduction a été 
mesurée en parallèle par analyse FACS (BD FACSVerseTM) de cellules transduites par le lentivecteur 
GFP.  
Etude de l’activité de l’IRES par mesure de la luminescence 
Les cellules transduites sur la nuit ont été incubées dans un milieu « préconditionné » en hypoxie 
ou dans du milieu contenant 100 μM/300 μM de CoCl2 et ont été récoltées pour la cinétique 
d’activation de l'IRES (4 h, 5h, 6h, 7h, 8 h, 24 h). Les cellules préalablement lavées au PBS ont été 
lysées dans du Passive Lysis Buffer (Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega) puis 
réparties en triplicats dans une plaque 96 puits pour la lecture au luminomètre.  
Analyse des ARN 
Les ARN totaux des cellules HL-1 ont été extraits avec le kit GeneJet RNA purification de 
Thermoscientific, et les ARN des cellules 4T1/67NR ont été extraits par la méthode 
Trizol/Chloroforme. Ils ont ensuite été dilués à 500ng/μL pour être rétrotranscrits en ADNc avec le kit 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Les ADNc obtenus ont été dilués 
au 1/10e. L’expression du gène d’intérêt (Neat1) a été étudiée par PCR quantitative avec le mix 5 x 
HOT Pol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (avec ROX), sur une machine StepOne™ ou ViiA™ 7 
(Applied Biosystems®). Chaque réaction a été effectuée avec le gène 18S comme référence. 
Construction des vecteurs 
Les lentivecteurs pTRIP-CMV-miRNA-G1/9 ont été clonés à partir d’oligonucléotides doubles-
brins (Sigma-Aldrich) possédant des extrémités collantes BamHI et SalI. Ceux-ci ont été obtenus à 
partir d’oligonucléotides simples brins complémentaires qui ont été phosphorylés dans 2 μL de T4 
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DNA ligase buffer (Promega) en présence de 10U de polynucléotide kinase T4 (ThermoScientific) 
puis ont ensuite été appariés en chauffant 3 minutes à 95°C et en laissant refroidir lentement. Les 
fragments d’ADN double-brin ainsi générés ont été insérés dans un vecteur pTRIP linéarisé par les 
sites de restrictions BamHI, SalI et PvuI pour une ligation trimoléculaire. Les vecteurs ont été amplifiés 
avec le kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Minipreps Kit (BioBasic, Canada) et EZ-500 Spin 
Column Endotoxin-Free Plasmid DNA Maxi-Preps Kit pour les vecteurs pTRIP destinés à la 
production de lentivecteurs.  
Construction des miARN artificiels et production de lentivecteurs  
Des miARN artificiels ont été construits, dérivés de la séquence du miR-155 utilisée dans le kit 
BLOCK-iT™ Pol II miR RNAi Expression Vector de LifeTechnology. La séquence cible du miARN 
(21 nucléotides) a été délétée de 2 nucléotides (11e et 12e) pour former le « bulge » de la boucle 
interne. La séquence ainsi créée a été clonée dans un vecteur pTRIP-CMV. Les lentivecteurs 
correspondant ont été produits grâce à la méthode de tri-transfection dans des cellules 293FT et avec 
les plasmides pLvPack et pLvVSVg (Sigma-Aldrich) comme décrit précédemment344. Le titre des 
lentivecteurs a été mesuré par un test de transduction effectué avec le lentivecteur GFP produit au 
même moment que les miARNs : dans une plaque 24 puits, des cellules HT1080 ont été transduites en 
concentrations décroissante (du ½ au 1/514e dans du milieu OptiMEM additionné de 5μg/mL de 
protamine sulfate. Par la suite le titre a été déterminé par analyse de cytométrie en flux (BD 
FACSVerse).  
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Ce travail de thèse aura contribué d'une part à apporter une meilleure compréhension de la 
régulation de l'expression des gènes (lymph)angiogéniques et de réponse au stress et d'autre part à 
élucider en partie la composition et la formation de l'IRESome des facteurs (lymph)angiogéniques dans 
les cardiomyocytes en hypoxie. De plus, les résultats obtenus nous permettent de redéfinir la notion 
d'ITAF. 
Activation séquentielle : les ITAF ont-ils des IRES ? 
Dans le premier chapitre, nous avons étudié l'expression et le recrutement dans les polysomes de 
96 gènes liés à l'angiogenèse, la lymphangiogenèse et la réponse au stress dans les cardiomyocytes en 
hypoxie par rapport à la normoxie. Nous avons constaté que mis à part les gènes cibles du facteur de 
transcription stabilisé en hypoxie, HIF (comme VEGFA, Angiopoiétine ou Apeline) la majorité des 
gènes étudiés ne montrent que peu de régulation en hypoxie, voire dans certains cas comme FGF2 et 
VEGFC, une inhibition. En revanche, à quelques rares exceptions près, la majorité de ces gènes est 
activée au niveau traductionnel, c'est à dire qu'ils sont recrutés dans les polysomes et donc dans les 
ARN interagissant avec les ribosomes et en cours de traduction. De façon intéressante, plusieurs des 
gènes étudiés portent des séquences dont l'activité IRES a été identifiée. C'est le cas des facteurs de 
croissance des fibroblastes FGF1 et FGF2 et des facteurs de croissance de l'endothélium vasculaire 
VEGFA (portant deux IRES, a et b), VEGFC et VEGFD, mais aussi le récepteur du facteur de 
croissance insulin-like IGF1R. De nombreux gènes induits ne présentent cependant pas de structure 
IRES identifiée, tel que SerpinF1.  
On peut se demander si l'ARNm de la vasohibine 1 (VASH-1) identifiée en tant qu'ITAF de l'IRES 
du FGF1 ne posséderait pas aussi un IRES. En effet comme nous l'avons constaté dans le chapitre I, 
l'expression de cet ARNm baisse à 4 h d'hypoxie - ce qui peut être le cas en signe de forte traduction, 
alors que sa présence dans les polysomes augmente. De plus, le niveau d'expression de la protéine 
augmente en hypoxie. L'expression de VASH-1 est donc régulée au niveau traductionnel. Il a été décrit 
que HuR augmente l'expression protéique de VASH1 dans les cellules endothéliales (HUVEC) sans 
modifier le niveau de l'ARNm. Or, HuR se lie au 3'UTR de VASH1 via un élément ARE, ce qui 
stabilise l'ARNm et augmente sa traduction345,346. On peut cependant faire l'hypothèse que VASH1 
possèderait un IRES, et que HuR agirait en tant qu'ITAF de cet IRES. Un tel mécanisme permettrait 
de répondre en boucle à un stress afin d'augmenter la réponse cellulaire de manière séquentielle : 
l'ITAF serait synthétisé via la traduction IRES-dépendante, et irait à son tour activer son ou ses IRES 
cible. 
Cette régulation pourrait engendrer des phases d'activation séquentielle d'IRES en réponse au 
stress. Or, nous avons également constaté dans le chapitre I que les IRES des facteurs 
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(lymph)angiogéniques étudiés sont activés lors de l'hypoxie précoce dans les cardiomyocytes (4 h-8 
h) alors que la traduction IRES-dépendante du proto-oncogène c-myc et de l'IRES viral EMCV n'ont 
lieu qu'en hypoxie plus tardive (24 h). p54nrb a été identifié comme ITAF de FGF1 en hypoxie, tout 
comme PSPC1 (chapitre II). Or, les ARNm de ces deux ITAF sont recrutés dans les polysomes en 
hypoxie précoce, indiquant que leur traduction est activée tout comme celle de l'ARNm de VASH-1. 
C'est également le cas d'autres ITAF : hnRNPM pour l'IRES de FGF1, PSF/SFPQ pour les IRES de 
P53, c-l-n-myc, BAG1, LEF1. Leurs ARNm porteraient-ils eux aussi un IRES ? Il serait intéressant de 
voir si ce type d'activation séquentielle des IRES s'applique à d'autre gènes en réponse à un stress. 
Ischémie et hypoxie tumorale dans la traduction IRES 
L’ensemble des IRES des facteurs angiogéniques et lymphangiogéniques décrits plus hauts est 
activé par l'hypoxie non-tumorale pour promouvoir la synthèse protéique durant l’ischémie, ou par 
l'hypoxie tumorale, à l'exception VEGFD qui n'est pas activé par l'hypoxie mais par le choc thermique 
dans les cellules tumorales. La différence d'activité de l'IRES VEGFD selon les types cellulaires peut 
s'expliquer par une différence de nature ou de disponibilité des ITAF selon les cellules étudiées145. On 
a pu observer que l'hypoxie dans les cellules tumorale ou cardiaques entraine une activation des IRES 
étudiés à des temps différents. Les cardiomyocytes HL-1 arborent une activation des IRES plus 
précoce que les carcinomes mammaires 4T1 et 67NR en ce qui concerne l'IRES du FGF1 notamment, 
et l'IRES du VEGFC dans les HL-1 comparé aux 4T1. De plus, le long ARN non-codant Neat1_2 est 
induit à différents temps d'hypoxie dans ces lignées : dès 4 h d'hypoxie dans les HL-1, et dans les 4T1 
et 67NR une activation modérée à 4 h puis très forte à 24 h d'hypoxie est constatée. Cette différence 
de cinétique peut s'expliquer par le fait que les cellules cancéreuses, de par leur nature, sont plus 
résistantes à l'hypoxie. 
 Le modèle du rapporteur bicistronique 
Recherche d'un meilleur contrôle des promoteurs et sites d'épissages cryptiques  
dans les séquences IRES 
Bien qu'imparfait, à ce jour, le meilleur outil pour l'identification d'une activité IRES dans un 
fragment d'ARN est de l'insérer entre deux gènes rapporteurs et de regarder l'expression de chacun des 
cistrons afin d'en faire un ratio. Des promoteurs cryptiques et/ou sites d'épissages cryptiques peuvent 
aussi entrer en compte, argument principal des détracteurs des IRES cellulaires dont l'existence a 
longtemps été questionnée. Aussi des contrôles sont nécessaires afin de vérifier que l'ARN est présent 
en un seul transcrit et pas deux, résultant d'un évènement transcriptionnel ou post-transcriptionnel.  
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Dans le cas de l'outil "Lucky-luke" développé au laboratoire, les sites donneurs d'épissage prédits 
de la luciférase Renilla placée en premier cistron ont été mutés, ce qui contrecarre un éventuel épissage 
cryptique. Cependant il est possible qu'un promoteur ou site d'épissage cryptique réside dans la 
séquence IRES étudiée. C'est pourquoi un contrôle très souvent effectué passe par l'établissement d'un 
ratio du premier cistron sur le second cistron quantifié par qPCR. Des amorces ciblant la LucR et la 
LucF, dans notre cas, sont utilisées pour amplifier les ADNc obtenus à partir de cellules transduites 
par le rapporteur bicistronique. Un ratio d'expression LucF/LucR est ensuite effectué en comparant 
avec un IRES dont la séquence a été démontrée comme ne possédant aucun promoteur ni site d'épissage 
cryptique, en l'occurrence EMCV. Si ce ratio est égal à 1, alors on considère que le bicistronique est 
bien constitué d'un seul bloc et que les deux Luc ne sont pas sur des ARN différents.  
Cependant, un tel contrôle dépend de plusieurs paramètres comme l'efficacité de la transcription 
inverse, de celles des couples d’amorces de qPCR, et de ce fait il est nécessaire de comparer les Ct à 
un ARN bicistronique portant un IRES contrôle (en général EMCV). La précision de la technique de 
RT qPCR, ni d’ailleurs aucune des autres méthodes utilisées, est insuffisante pour être totalement 
certain qu’il n’y a pas d’ARN monocistronique. C'est pourquoi nous avons cherché à mettre au point 
un contrôle plus précis de ce type d'évènement qui serait indépendant d'une comparaison avec un autre 
IRES. Pour cela, nous avons utilisé la technologie de droplet digital PCR (ddPCR), qui permet la 
détection d'évènements rares contrairement à la qPCR classique. La ddPCR permet de s'affranchir de 
la compétition qu'il peut y avoir pour la cible par rapport aux autres ADNc pour les réactifs et amorces, 
car les molécules d'ADNc sont réparties dans plusieurs milliers de gouttelettes différentes aux sein 
desquelles la réaction d'amplification a lieu en parallèle. Le fait que la répartition des molécules ne se 
fasse pas de manière uniforme n'est pas un problème, car le nombre de copies présentes dans 
l'échantillon est prédit selon la loi de poisson qui rectifie la distribution observée. La ddPCR permet 
aussi le marquage simultané de deux cibles dans le même puits (sondes FAM/HEX) à l'aide de deux 
canaux de fluorescence.  
Nous avons donc cherché à mesurer la fluorescence produite par l'amplification de LucF par rapport 
à LucR sur un plasmide tout d'abord, puis à partir d'ADNc générés par rétrotranscription d'un ARN 
transcrit in vitro et enfin à partir d'ADNc de cellules transduites par le rapporteur bicistronique. Notre 
objectif était de détecter les molécules bicistroniques par amplification des deux ADNc dans une même  
gouttelette. Les résultats obtenus on été joints en annexe. De manière surprenante, la ddPCR faite à 
partir de plasmide bicistronique n’aboutit pas une double détection dans toutes les  gouttelettes 
contenant l’ADN. Le ratio LucF/LucR est bien égale à 1 mais 13 à 20% des gouttelettes ne présentent 
qu’un seul signal de fluorescence. Aucune dégradation de l’ADN n’ayant été détectée, cette 
observation suggère qu’il y a une compétition entre les deux couples d’amorces qui peut engendrer 
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l’amplification d’un seul des deux cistrons alors que les deux sont présents dans la gouttelette. Nous 
avons par ailleurs testé l’efficacité de la rétrotranscription (RT). Il s’avère que LucF est toujours moins 
efficacement rétrotranscrit que LucR. Avec de l’ARN bistronique transcrit in vitro, dont l’intégrité a 
été vérifiée, LucF ne génère que 65% des copies obtenus pour LucR. Quand on utilise des ARN totaux 
purifiés de cellules transduites, le pourcentage est de 75%. Ce résultat a été obtenu avec une 
construction bicistronique contenant l’IRES du FGF1 aussi bien qu’avec une construction contrôle 
contenant une hairpin, et donc dépourvue de promoteur ou de site d’épissage cryptique. Cette 
différence d’efficacité est probablement due à l’utilisation d’amorces aléatoires pour la réverse 
transcription, qui ne produit que peu de molécule bicistronique complète, la taille moyenne des ADNc 
étant aux alentours de 1000 nt, donc très inférieure à la taille de l’ARNm bicistronique. Aussi, un 
double signal (reflétant les molécules bicistroniques générées après la RT) a été mesuré avec un 
pourcentage de 53% (par rapport au total de gouttelettes) dans l’échantillon issu de la RT d’un ARN 
in vitro, mais seulement de 0.16% dans l’échantillon issu de cellules. Cette différence est probablement 
due à la plus grande dilution de la cible au sein des ARN totaux.  
En conclusion, la ddPCR ne permet pas de détecter les deux cistrons d’un ARN bicistronique dans 
une même  gouttelette pour au moins deux raisons : d’une part la ddPCR avec deux couples d’amorce 
ne permet pas d’identifier LucR et LucF dans chaque  gouttelette même si le rapport global LucF/LucR 
est égal à 1 quand on utilise l’ADN bicistronique comme matrice, et d’autre part la réverse transcriptase 
présente des différences d’efficacité entre les deux cistrons, qui varient selon la dilution de la cible. 
Cependant, nos résultats ont permis de montrer la précision et la reproductibilité de la technologie pour 
un type d’échantillon, la ddPCR pourra donc être utilisée pour déterminer le ratio LucF/LucR par 
comparaison avec un ARN bicistronique contrôle (LucR-hairpin-LucF par exemple), comme c’était 
déjà le cas pour la RT qPCR, mais avec beaucoup plus de fiabilité. 
La traduction est-elle indépendante de la coiffe ?  
Pour montrer que la traduction est bien coiffe-indépendante, il est nécessaire d'isoler la séquence à 
tester dans un ARN bicistronique contenant un premier cistron sous le contrôle de la traduction coiffe-
dépendante et résultant de l'activité du promoteur. Lors d'un stress comme l'hypoxie, la théorie veut 
que la traduction coiffe-dépendante soit inhibée, et donc la luminescence Renilla devrait logiquement 
baisser suite à la diminution de la traduction de la luciférase. Cependant cela ne se vérifie pas dans 
toutes les cellules étudiées. Dans les cardiomyocytes HL-1, ainsi que dans les lignées cancéreuses 
67NR et 4T1, en réponse à l'hypoxie, nous avons observé que la LucR a un niveau d'expression 
variable. Parfois, elle ne diminue pas, elle peut rester stable ou même augmenter. L’absence 
d’inhibition l’expression de LucR peut s’expliquer par une grande stabilité de la protéine ou par le fait 
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que l’absence d'un 5’ très structuré engendre une initiation de la traduction qui n’est que peu 
dépendante de la coiffe. En effet il a été montré que ce sont les ARNm porteurs de 5’UTR très 
structurés qui sont particulièrement dépendants d’eIF4E347. Une autre hypothèse est que le recrutement 
de l’ARNm bicistronique dans les polysomes permet de traduire le premier cistron. Un effet activateur 
de l’IRES sur la traduction du premier cistron d’un ARNm bicistronique a été observé 
précédemment169,348. Le ratio LucF/LucR reste cependant le meilleur moyen de visualiser l'activité 
IRES grâce au rapporteur bicistronique. Dans le cas où le premier cistron varie beaucoup et ne reflète 
plus la quantité d’ARNm, il faut alors normaliser par rapport à la quantité d’ARNm. 
 L'inhibition de la traduction peut être mesurée en regardant le niveau de phosphorylation d'eIF2α 
et de 4EBP1. Comme décrit en introduction (II.2.2), la phosphorylation d'eIF2α fait partie de ce qu'on 
appelle Réponse Intégrée au Stress. Cette phosphorylation empêche l'interaction avec eIF2B et le 
recyclage de GDP en GTP et donc prévient de la formation du complexe ternaire. 4EBP en revanche 
est en état d'hypophosphorylation lorsque le complexe mTORC1 est inactivé. 4EBP1 peut alors 
interagir avec eiF4E et prévenir de la formation du complexe eIF4F qui permet la reconnaissance de 
la coiffe de l'ARN. Dans les cardiomyocytes HL-1, eIF2α est fortement phosphorylé dès 4 h d'hypoxie 
ce qui signifie que la traduction globale est bien inhibée. En revanche l'état de phosphorylation de 
4EBP1 ne varie pas : il est hypophosphorylé basalement en normoxie dans ces cellules. La réponse à 
l’hypoxie dans les cardiomyocytes HL-1 est donc indépendante de la voie mTOR.  
Le couplage transcription-traduction dans la formation de l'IRESome 
Le promoteur utilisé pour exprimer le transgène bicistronique peut, dans certains cas, changer 
l'intensité de l'activité IRES mesurée : c'est notre cas pour l'IRES du FGF1. En effet, mon équipe 
d'accueil a montré que l'IRES du FGF1 est activé par un mécanisme de couplage entre la transcription 
et la traduction dans les myoblastes en différenciation. L’hypothèse proposée est que les ITAF de cet 
IRES, hnRNPM et p54nrb, se fixent au niveau du promoteur Fgf1 pour être ensuite chargés sur l'ARN 
en cours de transcription, et jouent leur rôle d'ITAF une fois que l'ARNm est exporté dans le 
cytoplasme. Ainsi lorsque le rapporteur bicistronique est exprimé par le promoteur natif, l'activité 
IRES est beaucoup plus forte qu'avec le promoteur viral constitutif CMV : elle passe de 14 avec le 
promoteur CMV à 548 avec le promoteur de FGF1174. Dans les études du chapitre I et II, nous avons 
choisi d'exprimer l'ARN à partir du promoteur viral CMV, notre but étant de dissocier les effets 
transcriptionnels des effets traductionnels, les autres IRES étudiés étant eux aussi exprimés grâce au 
promoteur CMV. Il serait cependant intéressant pour décrypter le mécanisme de pré-assemblage de 
l'IRESome dans le noyau d'étudier l'effet du promoteur natif. À quel moment les ITAF sont-ils recrutés 
au niveau de la structure IRES ? Ce qui est certain, c'est qu'un évènement nucléaire est nécessaire pour 
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que l'IRES soit activé. Les ARN bicistroniques portant les IRES de FGF1 et c-myc, transcrits in vitro 
et transfectés dans le cytoplasme de la cellules, ne montrent pas d'activité IRES, alors que les IRES 
viraux EMCV et HRV le sont dans ces conditions174,186. Une transfection d'ADN permet en revanche 
aux IRES cellulaires d'être activés174,186. On peut faire l'hypothèse qu’un passage dans le noyau est 
requis pour la liaison de certains ITAF à l'IRES. Est-ce que le couplage transcription-traduction 
pourrait-être un mécanisme applicable à d'autres gènes ? C'est en tout cas le cas du facteur d'élongation 
eeF1A1 de façon un peu différente, qui recrute un activateur transcriptionnel de HSP70, se lie à la 
polymérase II en cours d'élongation et sur le 3'UTR de l'ARNm, puis le stabilise et facilite son export 
aux ribosomes actifs dans le cytoplasme349. De nombreux ITAF connus, principalement de la famille 
des hnRNP et donc liés à l'épissage, pourraient potentiellement se lier à l'ARN en cours de maturation 
avant l'export de l'IRESome (Cf. Annexe I)134.  
Quel mécanisme d'action pour Neat1 dans la traduction IRES-dépendante ? 
Neat1 est-il exporté dans le cytoplasme ? 
Le couplage transcription-traduction est une hypothèse de mécanisme intéressante qui s'est avérée 
vraie pour FGF1, mais une autre explication potentielle émerge des données obtenues lors de ce travail 
de thèse. Les résultats présentés dans le chapitre II mettent en avant le rôle de Neat1 dans la traduction 
IRES-dépendante. La suppression de Neat1 entraine une forte diminution de l'activité de l'ensemble 
des IRES étudiés, hormis VEGFAa en normoxie et EMCV. De plus on a constaté que son extinction 
provoque une diminution de la protéine FGF1 endogène. On peut donc en conclure que Neat1 est bien 
un ITAF des IRES des facteurs (lymph)angiogéniques et cardioprotecteurs (c-myc ayant également ce 
rôle). En somme Neat1 régule tous les IRES cellulaires étudiés. De façon intéressante, l'IRES viral 
EMCV n'est pas impacté. À quel niveau Neat1 peut-il intervenir ? Il s'agit d'un ARN non-codant, 
nucléaire et abondant, comme décrit en Introduction partie II. La traduction a lieu dans le cytoplasme 
de la cellule, donc si l'action de Neat1 est d'être au coeur de l'IRESome, il doit être exporté du noyau. 
Les images de FISH obtenues lors de notre étude ne montrent aucun signal détectable de Neat1 dans 
le cytoplasme. Cependant des données non montrées de fractionnement cellulaire suggèrent que Neat1 
et Neat1_2 sont également présents dans le cytoplasme en petite quantité. De plus, nous avons détecté 
Neat1 dans les polysomes, avec les ARN associés aux ribosomes (Cf Chapitre I, figure 2). Une étude 
de Kenneweg et al publiée très récemment montre que Neat1, dans les cardiomyocytes HL-1, est 
exporté dans le cytoplasme en hypoxie263 comme visualisé par fractionnement cellulaire et FISH. 
Toutefois les paramètres de l'expérience ne sont pas les même que les nôtres : les HL-1 sont incubées 
24 h à 0,1% d'O2, alors que nos résultats ont été obtenus sur des cellules traitées 4 h à 1% d'O2. 
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L'intensité du stress hypoxique n'est donc pas le même, cela pourrait expliquer pourquoi l'export dans 
le cytoplasme de Neat1 n'a pas été visualisé en FISH dans notre cas. Neat1 serait donc potentiellement 
exporté dans le cytoplasme pour agir dans l'IRESome.  
Quel fonction pour Neat1 dans le cytoplasme ? 
Un seul ARN non-codant, TRMP, a été à ce jour décrit comme ITAF (négatif) de l'IRES p27kip. Il 
prévient l'activation de l’IRES par séquestration de l'ITAF PTBP1184. Le mécanisme d'action de Neat1 
est différent, car c'est un ITAF régulant positivement l'activité de l'IRES. On pourrait bien sûr penser 
qu’il séquestre des ITAF inhibiteurs, cependant les autres ITAFs identifiés et interagissant avec Neat1, 
p54nrb et PCPC1, sont des activateurs pour les IRES étudiés ici. Du fait de sa grande taille (3,2 kb pour 
Neat1_1 et 20,8 kb pour Neat1_2 chez la souris208), il pourrait former une structure de plateforme de 
recrutement des ITAF, voire même des ribosomes : en effet, la triple hélice portée par Neat1_2 lui 
confère la capacité de non seulement stabiliser l'ARN mais aussi d'augmenter la traduction16. Il est 
donc possible que cette triple hélice permette une interaction avec les ribosomes. Cela conforterait 
l’observation que nous avons fait de Neat1 présent au sein des polysomes. Pour répondre à cette 
question il reste cependant nécessaire de définir quelle isoforme de Neat1 est impliquée dans la 
traduction IRES dépendante, l’hypothèse de la triple hélice ne concernant que Neat1_2. Cette réponse 
n'a pas encore été apportée par notre étude car les gapmères LNA utilisés pour l'invalidation de Neat1 
ciblent les deux isofomes. Aussi, une expérience est en cours pour déterminer le rôle de Neat1 et 
l'impact de la déplétion de ses deux isoformes ou de l'isoforme Neat1_2 seule sur la traduction d'un 
panel de gènes. Nous allons effectuer une expérience de puce à qPCR pour analyser les polysomes de 
cardiomyocytes traités par des gapmers Neat1 ou Neat1_2, par rapport au ARN libre, et observer 
l'impact de la déplétion sur le translatome de gènes de l'angiogenèse, la lymphangiogenèse et surtout 
d'ARNm portant des IRES.  
Un nouveau rôle pour le paraspeckle ? 
Comme décrit en introduction, Shen et al ont montré que, lors d’un stress nucléolaire, la déplétion 
de Neat1 conduit à la libération de SFPQ et p54nrb, ITAF de l’IRES de c-myc, et à une interaction 
accrue de ces protéines avec l’ARNm de c-myc240. Les auteurs en concluent que Neat1 régule 
négativement la traduction de c-myc en séquestrant les ITAF responsables de l’activité de son IRES240. 
Cependant, dans cette étude il manque un lien direct avec la traduction IRES : seule l’interaction des 
protéines avec l’ARNm de c-myc est montrée ainsi que le profil de polysomes, mais aucune expérience 
avec un rapporteur bicistronique n’est effectuée. Or c’est le seul moyen de prouver que l’activité IRES 
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est modulée. De plus, cette étude est menée dans un contexte cellulaire différent et avec une déplétion 
de la polymérase I ce qui peut ajouter une couche de complexité à l’effet observé. 
Neat1 est le squelette et composant essentiel du paraspeckle, corps nucléaire apparaissant lors de 
certains processus physiologiques et de stress. Le paraspeckle rassemble comme décrit en 
Introduction partie II une quarantaine de protéines parmi lesquelles sept sont à l’heure actuelle 
décrites en tant qu’ITAF. J’ai par ailleurs démontré le rôle d’ITAF d’une huitième d’entre elles, 
PSPC1, dans la traduction des IRES FGF1 et FGF2, VEGFAa, VEGFC et IGF1R en normoxie et FGF1 
et FGF2 en hypoxie (Cf. Chapitre II). Plusieurs de ces protéines ont la capacité de se lier à l’ARN et 
pour certaines de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme. Enfin, le paraspeckle est connu pour 
rassembler des ARNm en son sein lors de stress. Le rôle de Neat1 dans les paraspeckles et son effet 
sur l'activité IRES serait-il lié ?  
Aussi nous avançons dans ce travail de thèse l’hypothèse que le paraspeckle aurait un rôle de 
plateforme de pré-assemblage de l’IRESome dans le noyau. Sa capacité de se former en réponse au 
stress, grâce au long ARN non-codant Neat1 qui est synthétisé en particulier lors de l’hypoxie, le fait 
qu’il regroupe des protéines impliquées dans la maturation, le transport des ARNm messager et la 
synthèse protéique, qu’il rassemble des ARNm, et enfin que la déplétion de Neat1 et de plusieurs des 
composants du paraspeckle entrainent une baisse drastique de l’activité d’un ensemble d’IRES sont 
autant d’indices nous conduisant à cette hypothèse. Une expérience toujours en cours, nous permettra 
de déterminer si notre hypothèse se révèle vraie : la localisation d’un ARNm à IRES au sein de la 
cellule marquée également pour Neat1 et donc pour les paraspeckles. Grâce à la technique de smiFISH, 
nous avons pu détecter des molécules d’ARNm bicistronique portant l’IRES du FGF1 ainsi que Neat1 
et nous cherchons à savoir s’il y a colocalisation de ces deux marquages dans les cardiomyocytes en 
normoxie et hypoxie. Une expérience supplémentaire d’immunoprécipitation d’ARN sera effectuée 
pour tenter de déterminer si Neat1 et l’ARN bicistronique se retrouvent à un moment donné dans le 
même complexe.  
L’hypothèse d’une formation de l’IRESome au sein du paraspeckle concorde avec l’observation 
qu’un événement nucléaire est requis pour l’activité des IRES d’ARNm cellulaires. Elle n’est pas 
incompatible avec le rôle du promoteur, car le paraspeckle se forme précisément au niveau des foyers 
de transcription active (voir ci-dessous).  
Comment l’ARNm à IRES peut-il être recruté dans les paraspeckles ? 
Pour aller plus loin, je souhaite discuter de la façon dont les ARNm portant des IRES pourraient 
être recrutés au sein des paraspeckles pour rencontrer leur ITAF. La première hypothèse que nous 
pouvons formuler est que les ARNm recrutés sont édités. En effet le paraspeckle est décrit dans la 
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littérature pour son rôle de rétention des ARN édités d’adénosine en inosine. p54nrb, un de ses 
composant principal, a la faculté d’interagir avec les inosine des ARN225. L’édition de A en I s’effectue 
sur des structures ARN double-brin. Or, les IRES présentent de fait ce type de structure. Les IRES 
pourraient-ils être édités ? J’ai réalisé durant ma thèse une expérience de clonage de l’IRES murin de 
FGF1 dans les cardiomyocytes en soumettant une trentaine de clones plasmidiques au séquençage. Par 
cette technique, on s’attend à lire un « G » à la place d’un « I » et donc une potentielle édition là où 
devrait figurer un « A ». Cependant aucune modification n’a été détectée (données non montrées). On 
ne peut néanmoins pas conclure à ce stade que l’IRES n’est pas édité, car il est soit possible que les 
conditions n’aient pas été adéquates pour identifier une édition potentielle, soit encore il s’agit d’un 
évènement rare peu facilement détectable, auquel cas cela ne pourrait pas expliquer un recrutement 
efficace aux paraspeckles.   
Une deuxième hypothèse porte sur la dynamique de formation des paraspeckles. Comme discuté 
plus haut, certains ITAF (p54nrb, hnRNPM) sont recrutés sur l’ARNm dès sa transcription. Si un tel 
mécanisme s’étend à d’autres ARN, on pourrait imaginer que Neat1, qui est également décrit comme 
interagissant avec des foyer actifs de transcription, serait recruté au niveau de ces ARN naissants et le 
paraspeckle se formerait autour de sa structure. Un tel mécanisme reflèterait le haut dynamisme de 
formation des paraspeckles. Comme mentionné en introduction, les paraspeckles se forment en deux 
temps : d’abord le RNP minimal à son site de transcription, composé de Neat1_2, p54nrb et SFPQ, puis 
l’agrégation de ces RNP en paraspeckle grâce à la séparation de phase liquide-liquide. p54nrb et SFPQ 
sont toutes deux des ITAF. Aussi on pourrait imaginer des complexes RNP formés de Neat1_2 
stabilisé, migrant jusqu’aux foyer de transcription des ARN à IRES, pour englober l’ARN naissant et 
entrainer son assemblage avec les ITAF dans la deuxième phase de formation des paraspeckles pour 
ensuite diffuser jusqu’aux alentours des speckles.  
Variation de la composition de l’IRESome 
Le paraspeckle est hautement dynamique, grâce à une courte demi-vie de Neat1 ce qui fait que 
celui-ci est en permanence recyclé211. De même, le paraspeckle doit varier en composition. Lors de la 
déplétion de SFPQ dans les cardiomyocytes, j’ai pu constater que sa perte était compensée par une 
hausse de l’expression de l’ARNm de PSPC1. Ce type de compensation est largement décrit pour les 
trois protéines de la famille des DBHS (Cf. introduction partie II). Or, la déplétion de SFPQ ne mène 
en moyenne a aucune inhibition de l’activité de l’IRES du FGF1 (Cf. chapitre II, figure 
supplémentaire 3), voire même dans certains réplicats d’expérience à une légère augmentation 
(données non montrées). Nous expliquons cette observation par le fait que l’expression de PSPC1 étant 
augmentée en réponse à la déplétion de SFPQ, elle compense le rôle d’ITAF potentiel de SFPQ. Si le 
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paraspeckle est indispensable à l’activité IRES, la disparition de SFPQ devrait entrainer une baisse de 
la traduction IRES. Il est étonnant nous n’ayons pas observé de rôle de SFPQ, protéine essentielle des 
paraspeckles, dans la régulation de la traduction IRES de FGF1 alors que deux autres composants 
essentiels, p54nrb et Neat1, ont un rôle. Aussi nous proposons que le paraspeckle soit amené à varier 
en composition dans différents tissus ou différentes conditions, au cours du temps, engendrant une 
régulation fine de l’expression des gènes. Dans notre cas, PSPC1 compenserait la perte de SFPQ pour 
maintenir l’intégrité des paraspeckles et son rôle dans la traduction IRES-dépendante. Afin d’établir 
l’existence de ces mécanismes de compensation entre les protéines DBHS, il serait intéressant de 
réaliser une double ou triple déplétion de ces protéines. Comme on a pu le constater avec les résultats 
obtenus lors de mon travail de thèse, un IRES peut avoir plusieurs ITAF différents, en fonction du 
stress, du tissu, tout comme un ITAF peut réguler un ensemble d’IRES. L’IRESome varie donc en 
composition, ce qui contribue à expliquer l’activation séquentielle des IRES observée dans le premier 
chapitre.  
Redéfinir la notion d'ITAF 
Au vu des résultats obtenus durant mon travail de thèse, nous pouvons discuter de la définition 
d’ITAF. À partir de quand un facteur agissant sur un IRES peut-il être défini en tant qu’ITAF ? Si 
l’interaction est directe et l’effet présent, la réponse est évidente, mais à partir de quel degré 
d’interaction considère-t-on qu’une molécule est un ITAF ou un simple acteur en amont ? Le long 
ARN non-codant Neat1 est la clé de la régulation de la traduction IRES-dépendante des IRES étudiés 
dans ces travaux. C'est la première fois qu'un ARN non-codant est montré comme étant impliqué à un 
tel degré dans la régulation de la traduction IRES-dépendante. S’il agit à partir du noyau pour contrôler 
la traduction IRES, peut-on dire qu’il s’agit d’un ITAF, alors que la traduction a lieu dans le 
cytoplasme ? Pourtant sa déplétion entraine une inhibition de l’activité IRES bien plus forte que celles 
qui sont observés pour les autres ITAF étudiés. TRMP1, l’autre ARN non codant qui a un rôle d’ITAF, 
est d’ailleurs aussi un ARN nucléaire. Si Neat1 agit au sein des paraspeckles pour réguler la traduction 
IRES-dépendante, je pense qu’on peut considérer qu’il s’agit d’un ITAF, qui agit en trans comme le 
mentionne son nom. Dans ce cas-là l’ITAF n’est pas présent au sein de l’IRESome au moment de la 
traduction, mais en amont dans le but de promouvoir sa formation. Un ITAF pourrait être donc défini 
comme : facteur moléculaire agissant en trans pour moduler l’activité d’un IRES, en promouvant la 
formation de l’IRESome ou agissant au sein de celui-ci de façon directe ou indirecte.  
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Existe-il un ITAF de l’hypoxie ?  
Dans ces trois chapitres, nous avons cherché à identifier un « ITAF de l’hypoxie » c’est-à-dire un 
facteur qui pourrait réguler un simultanément des IRES lors de l’hypoxie, qu’elle soit cardiaque ou 
tumorale, une sorte de "hub" connectant entre elles un ensemble de voies de signalisation de réponse 
au stress. Or, nous avons bel et bien identifié un ITAF agissant sur un grand nombre d’IRES, Neat1. 
Cependant nous avons constaté qu’il agissait aussi bien en normoxie qu’en hypoxie dans les 
cardiomyocytes. Comment expliquer alors l’activité IRES en hausse en hypoxie ? Nous pouvons 
répondre à cette question de deux façons. 
Premièrement, Neat1 est induit en hypoxie dans les cardiomyocytes, de même que dans les cellules 
du carcinome mammaire263,330. Mais Neat1 est déjà présent de base et de façon abondante dans ces 
cellules, qu’elles soient immortalisées comme les HL-1 ou transformées comme les cellules 
cancéreuses. En normoxie, dans les cardiomyocytes HL-1, Neat1 et Neat1_2 sont exprimés grâce au 
gardien du génome p53215,263. Pourtant il a été noté que Neat1_2 n’est pas présent dans la quasi-totalité 
des tissus d’un mammifère en bonne santé. Chez la souris notamment il s’exprime exclusivement dans 
les cellules épithéliales de l’intestin et de l’estomac219. Il apparait en revanche lors de certaines étapes 
du développement et en cas de pathologie215,246,350. Neat1_2 ne s’exprime pas dans non plus dans les 
cellules souches. Comme expliqué en introduction, les conditions environnementales de la culture 
cellulaire ne récapitulent pas celles qui existent in vivo. Aussi la transcription de Neat1_2 est activée 
du moment que les cellules sont en culture et un tant soit peu transformées. Il n’est donc pas surprenant 
de voir que Neat1 agit en tant qu’ITAF en normoxie vu son abondance dans les cellules étudiées, et 
vu que les IRES ont aussi une activité basale dans ces cellules. On peut expliquer l’activation de l’IRES 
en hypoxie par le fait que la transcription de Neat1 est induite dans cette condition, ce qui mène à une 
augmentation du nombre de paraspeckles. Il serait intéressant de regarder l’activité de l’IRES dans des 
cellules souches ou dans un modèle vivo d’ischémie cardiaque ou de cancer lorsque Neat1 est 
supprimé.   
Deuxièmement, il est possible que l’implication de Neat1 en normoxie et hypoxie soit aussi 
compensée par la variation de composition de l’IRESome par les autres ITAF. Comme nous l’avons 
vu dans les chapitres I et II, nous avons identifié au cours de ce travail de thèse de nombreux ITAF 
de l’IRES du FGF1 : PSPC1, et Nucléoline et Rps2 potentiellement, ITAF actifs en normoxie dans les 
cardiomyocytes, VASH1 lors de l’hypoxie et p54nrb et Neat1 dans les deux cas. VASH1 est donc 
nécessaire en plus de Neat1 et p54nrb pour que FGF1 fonctionne en hypoxie. Or l'expression de ces 
protéines et du long ARN non-codant augmente en hypoxie. Cette hausse de l'expression pourrait être 
due à un IRES. Il y a donc davantage d'ITAF disponibles en hypoxie. Enfin, l'IRESome s'assemble 
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potentiellement dans le noyau, mais après export dans le cytoplasme, d'autres ITAF le rejoigne ce qui 
doit être le cas de VASH-1, dont les foci cytosoliques sont élargis en hypoxie (Cf. Chapitre I, figure 
6). La localisation et la disponibilité des ITAF entre donc en ligne de compte dans la formation et la 
composition de l'IRESome134.  
Neat1 comme régulateur paracrine de l’expression des facteurs 
(lymph)angiogénique ? 
Au cours de ce travail de thèse, nous avons montré le rôle central du long ARN non-codant Neat1 
dans la traduction IRES-dépendante des facteurs de croissances et autres facteurs étudiés. Nous faisons 
l'hypothèse que le paraspeckle pourrait avoir une nouvelle fonction de plateforme de pré-assemblage 
de l'IRESome. Cependant une étude récente de Kenneweg et al263 nous amène à élargir nos 
perspectives. Dans le cœur, il existe un échange entre les cardiomyocytes, les fibroblastes et les cellules 
endothéliales pour coordonner la réponse au stress ischémique provoquée par l'infarctus du 
myocarde351,352. Cette communication passe notamment par des vésicules extracellulaires contenant 
des ARN non-codants (miARN, long ARN non-codants), qui servent ainsi d'effecteurs paracrine. Dans 
leur étude, Kenneweg et al ont identifié plusieurs ARN non-codants dont Neat1, enrichis dans des 
vésicules sécrétées par les cardiomyocytes hypoxiques. Ces vésicules sont absorbées par les 
fibroblastes qui expriment alors des marqueurs pro-fibrotiques. De plus, ils ont démontré que Neat1, 
induit dans les cardiomyocytes en hypoxie, permet de promouvoir cette réponse pro-fibrotique : sa 
suppression entraine l'arrêt du cycle cellulaire et induit l'apoptose dans la lignée de fibroblaste NIH3T3. 
Ce rôle de Neat1 est également observé in vivo dans un modèle murin d'infarctus du myocarde. Le 
niveau d'expression de Neat1 augmente à la fois dans la zone de l'infarctus/péri-infarctus et dans une 
zone plus éloignée du cœur et il est enrichi dans les vésicules extracellulaires isolées du cœur 
ischémique. Dans des souris KO pour Neat1 ayant subi un infarctus du myocarde, la fonction cardiaque 
est aggravée. On voit donc ici que Neat1 est primordial pour la fonction cardiaque et un remodelage 
efficace en réponse à l'ischémie. Il est intéressant de voir que Neat1 peut servir d'effecteur paracrine.  
Dans cette étude, aucun mécanisme n'est détaillé quant à l'action de Neat1 dans les fibroblastes et 
comment est régulé son export au sein des vésicules extracellulaires. Au regard des résultats obtenus 
au cours de ces travaux de thèse, on peut se demander si Neat1 ne pourrait pas avoir un effet plus 
global dans la communication intercellulaire au cours de l'ischémie cardiaque : s'il est exporté dans le 
cytoplasme dans les cardiomyocytes, il peut activer la traduction IRES-dépendante. En pénétrant dans 
les fibroblastes via des vésicules extracellulaire, il peut aussi perpétuer cette réponse aux stress en 
activant la traduction IRES-dépendante de ces cellules-cibles et induire la synthèse des facteurs de 
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croissances nécessaires au remodelage cardiaque. FGF2 est notamment décrit comme un acteur 
privilégié de ce remodelage par la communication intercellulaire351. Il serait aussi intéressant de 
discriminer l'isoforme de Neat1 impliquée dans ce processus. De même, quel est le rôle des 
paraspeckles dans ce processus ? 
De nombreuses questions restent encore sans réponse quant au mécanisme impliquant Neat1 dans 
la traduction IRES-dépendante. Néanmoins, les résultats de ces travaux de thèse offrent une 
perspective nouvelle dans le traitement des pathologies cardiovasculaires et du cancer : en ciblant un 
facteur unique, Neat1, régulant un ensemble de réponses concertées au stress hypoxique. 
 
 
Figure 18. Modèle de traduction IRES-dépendante du FGF1 avec pré-assemblage de 
l’IRESome dans le noyau avant export dans le cytoplasme.  
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Mise au point d'une méthode de vérification de l'intégrité 
du rapporteur bicistronique 
 
Objectif : Une des méthodes utilisées pour vérifier l’absence de promoteur cryptique ou de site 
d'épissage dans une construction bicistronique est de réaliser une RT-qPCR sur chacun des cistrons 
(LucF et LucR dans notre cas) par comparaison avec un bicistronique comportant un IRES "contrôle" 
(EMCV est souvent utilisé car son intégrité a déjà été vérifiée), et de faire un ratio. Celui-ci doit être 
proche de 1 pour prouver l'intégrité du trancrit. Cependant, cette méthode est limitée par l'efficacité 
des sondes et le manque de précision de la qPCR qui ne permet pas une quantification absolue. Enfin, 
le dosage est effectué dans des puits séparés la plupart du temps (EvaGreen). Nous cherchons donc à 
utiliser la ddPCR (droplet digital PCR) permettant de doser de transcrits rares en isolant les molécules 
dans des milliers de gouttelettes dans lesquelles ont lieu les réactions de PCR. La loi de Poisson permet 
de prédire le nombre de copie absolue par échantillon à partir de la fréquence de distribution observée.  
Méthode : tester le duplexage FAM/HEX ciblant LucR (FAM) et Luc+ (HEX) sur le plasmide 
d'origine, puis sur des ADNc issus de l'ARN transcrit in vitro, enfin sur des ADNc d'un échantillon de 
cellules exprimant le rapporteur bicistronique.  
Nb : si pas spécifié, l'IRES étudié est le FGF1. 
Mise au point du duplexage en ddPCR sur plasmide de la séquence bicistronique 
 L'expérience de ddPCR a été effectuée sur le plasmide pSCB-CRF1AL+ portant une cassette 
bicistronique LuR-i-LucF (LucF est en fait Luc+), l’IRES étant celui du FGF1. 
 Dilution du plasmide avec calcul du nombre de copies théoriques attendues en fonction de sa taille, 
de 10^5 copies à 0,1 copie/μL pour déterminer la sensibilité de la technique et pour voir la linéarité 
(Fig. 1). 
 Les primers Luc+_1_F et Luc+_1_R à 100 μM sont dilués à 9 μM . La sonde Luc+_1_probe HEX 
à 100μM est diluée à 2,5 μM. Les primers LucR_0_F et LucR_0_R à 100μM sont dilués à 9 μM. 
La sonde LucR_probe FAM à 100 μM est diluée à 2.5 μM.  
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(logiciel QuantaSoft 1.7.4) 
 
Nombre de copies 
théoriques/matrice 
Nombre de copies 
obtenues 
Ratio LucF/LucR 
10^5 copies/μl. 88000-89000 copies/μl 0.99 
10^4 copies/μl. 7540-7650 copies/μl 0.98 
10^3 copies/μl. 986-1027 copies/μl 0.96 
10^2 copies/μl. 97-99 copies/μl 0.98 
10^1 copies/μl. 12 copies/μl 1 
1 copies/μl. ns ns 
0.1 copies/μl. ns ns 
H2O ns ns 
Figure 1. Ratio LucF/LucR obtenu avec différentes dilutions de l’ADN plasmidique 
On observe un ratio LucF/LucR égal à 1 quelle que soit la dilution de l’échantillon, ce qui 
valide la ddPCR en terme de dosage précis de deux gènes différents 
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Figure 2. Nuage des 
gouttelettes positives ou 
négatives en fonction des 
canaux FAM/HEX 
(channel 1: LucR, channel 
2 : Luc+) 
La répartition des  gouttelettes dans les puits a été analysée pour chaque fluorochrome. On devrait 
avoir théoriquement 100% des gouttelettes doublement fluorescentes car la matrice est un plasmide 
bicistronique. Cependant sur 1721 gouttelettes positives 228 (147+81) ont une seule fluo (soit 13%), 
(10^3 copies), et sur 172 gouttelettes positives 35 (19+15) ont une seule fluo (soit 20%) (10^2 copies). 
Cela indique que même avec un ADN 100% bicistronique la PCR ne fonctionne pas avec une efficacité 
de 100% dans tous les puits. Il semblerait qu’une partie des molécules présentes dans les puits n’aient 
pas été détectées par les deux couples. Cela pourrait être dû à une compétition entre les couples 
d’amorce. Le ratio égal à 1 indique cependant une efficacité similaire des couples d’amorces. 
Mise au point du duplexage en ddPCR sur les ADNc issu de transcription in vitro du plasmide 
bicistronique 
 Nous avons effectué une transcription in vitro de LucR-i-LucF et du monocistronique LucF, puis 
digéré la matrice ADN, purifié et rétro-transcrit ces ARN en ADNc (kit High capacity cDNA RT 
de Applied biosystems). L'efficacité de la RT est calculée par rapport au nombre de copies 
théoriquement obtenues. 
 LucF (Luc+) : 1750 pb, 726 ng d’ARN dans 20 μl de RT Soit 36,3 ng/μl de cDNAs dans 18 μL, 
soit 2,03x10^10 copies/μl. 
 Bicistronique LucR-i-LucF (RF1AL+) : 3550 pb, 691,2 ng d’ARN dans 20 μl de RT soit 34,56 
ng/μl de cDNAs dans 18 μL, soit 9,52x10^9 copies/μl. 
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Figure 3. Analyse des ARN obtenus 
après transcription in vitro de la matrice 
pSCB-LucF et pSCB-LucR-i-LucF. 
Figure 4. Gel des ADNc obtenus après 
rétrotranscription des ARN transcrits in 
vitro. On obtient un smear aux alentours de 
1000 pb. 
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 Les ARNs mono- et bicistroniques ont bien la taille attendues (la bande supérieure de chaque piste 
correspondant à une dimérisation). En dépit du fait qu’il y a un seul ARN qui est rétrotranscrit dans 
chaque condition, les ADNc apparaissent comme un « smear » , les tailles les plus abondantes se 
situant aux alentours de 1000 nt.  
Le nombre de copies théorique a été calculé à partir de la quantité d’ARN transcrit in vitro. La 
ddPCR réalisée pour quantifier ces ADNc a donné, curieusement, une efficacité différente pour chaque 
gène. La LucF dans le monocistronique n’a donné que 20,7% du nombre de copies prédit, alors que le 
pourcentage est plus proche de 100% pour le bicistronique, mais avec une différence entre le gène 
LucF et LucR. Seulement 63% de copies LucF ont été détectée comparé à LucR. 
La RT- nous donne des concentrations entre 0-0,45 copies/μl, il n'y a donc pas de contamination 
par de l'ADN plasmidique en l'occurence, qui a bien été digéré après transcription in vitro.  
 
 La RT étant peu efficace pour le monocistronique LucF (20%), nous décidons de tester différentes 
conditions de rétrotranscription : 
- RT à différentes concentrations d'ARN (400 ng, 200 ng, 100 ng ou RT400/RT200/RT100) 
pour vérifier la capacité de la reverse trancriptase.  
- RT avec des amorces spécifiques ( LucR_0_rev ou Luc+_1_Rev) pour comparer avec les 
amorces random hexamer et voir si on améliore l'efficacité de RT. 
Nombre de Copies 
théoriques/matrice 
Nombre de 
Copies obtenues 
LucR 
Nombre de 
Copies obtenues 
LucF 
Ratio ou 
efficacité RT 
LucF 10^4 copies/μl 0,2 copie/μl 2070 copies/μl 20,7% 
LucR-i-LucF 5x10^3 
copies/μl 
6440 copies/μl 4050 copies/μl 
128,8% (LucR) 
81% (LucF) 
Ratio 
LucF/LucR : 0,63 
Figure 5. Ratio LucF/LucR et efficacité de RT mesurée avec de l’ARN mono et 
bicistronique 
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 Confirmation de l’efficacité pour LucF = 20% quelque soit la quantité d’ARN (100 à 750ng) et 
LucR-i-LucF autour de 100%, alors que l’efficacité de rétrotranscription de LucF dans le 
bicistronique n’est que de 64%. 
 RT primers spécifiques 5 fois moins efficaces qu'avec les randoms hexamères : 
Dans le cas LucR-i-LucF LucR_0_Rev (amorce spécifique LucR), l'efficacité de la RT est de 20%. 
On ne devrait pas avoir de signal pour LucF ! Appariement de l’amorce de façon aspécifique dû à 
la T°C de RT à 37°C ? 
 
La vérification de l'intégrité des ARN transcrits in vitro a été réalisée avec l’analyseur de fragments : 
Fig 7.  
 LucF : 264 ng/μl, 1785 bases (1781 bases théorique, différence 4 bases, 0,2 % de différence 
seulement) : L’amorce antisens est à 10 bases du 3' seulement d'où le manque d'efficacité observé 
! 
 LucR-i-LucF : 283ng/μl, 3334 bases (3534 bases théorique, différence 200 bases, 5,6 %)  
Nombre de copies 
théoriques/matrice 
Nombre de 
copies obtenues 
LucR 
Nombre de 
copies obtenues 
LucF 
Ratio ou 
efficacité RT 
LucF 10^4 
copies/μl 
0 copie/μl 1760 copies/μl 18% 
LucR-i-LucF 10^4 
copies/μl 
11085 7080 copies/μl 0,64 /100% 
LucF 10^4 
copies/μl RT400 
0,2 copie/μl 1915 copies/μl 19% 
LucF 10^4 
copies/μl RT200 
0 copie/μl 2155 copies/μl 19% 
LucF 10^4 
copies/μl RT100 
0 copie/μl 1860 copies/μl 19% 
LucR-i-LucF 10^4 
copies/μl Luc+_1_Rev 
52 copies/μl 461 copies/μl 5% 
LucR-i-LucF 10^4 
copies/μl LucR_0_Rev 
1715 copies/μl 163,5 copies/μl 20% 
LucR-i-LucF 10^4 
copies/μl Luc+_1_Rev 
et LucR_0_Rev 
1795 copies/μl 
419,5 copies/μl 
 
20% 
Figure 6. Ratio LucF/LucR et efficacité de RT mesurée avec de l’ARN mono et 
bicistronique et différents types d'amorces de rétrotranscription 
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Figure 7. Vérification de l'intégrité des ARN in vitro au fragment analyzer  
(haut bicistronique, bas Luc+) 
 
 Le Tm (temperature of melting, indiquant la stabilité du duplex ADN-primers) des sondes a 
également été testée: Programme « Probe » FAM/HEX, Tm = gradient 55-65°C, 2h40 sur T100 
(Fig 8). 
A : 65°C, B : 64.3°C, C : 63°C, D : 61.1°C, E : 58.8°C, F : 56.9°C, G : 55.7°C, H : 55°C 
 Cela fonctionne de 55 à 65°C. Pour les T°C hautes (65°C) les nuages sont plus proches mais 
c’est plus "propre" entre les 4 nuages. Cela signifie que l'amplitude entre  gouttelettes positives 
et négatives est plus petites. Pour les T°C basses (55°C) les nuages sont mieux séparés mais il 
y a plus de gouttelettes entre les 4 nuages.  
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Figure 8. Test de le Tm des sondes par gradient de PCR, à gauche 65°C et à droite 55°C 
 
 Le Tm utilisée pour les sondes est optimal, donc pour la suite de l'expérience on reste à 60°C. 
 
Mise au point du choix du kit de transcription inverse des ADNc 
 Trois kits de RT ont été testés : 2 kits High capacity cDNA RT (HC) et Superscript VILO, ainsi 
que One-step (OS) RT (RT et PCR en suivant avec le même kit).  
 La rétrotranscription a été réalisée avec 750 ng de chaque ARN avec (av denat) et sans 
dénaturation (70°C, 2 min) (Fig 9). 
 
Nombre de 
copies 
théoriques/matrice 
Kit 
utilisé 
Dénatu
ration 
? 
Nombre de copies 
obtenues LucR 
Nombre de 
copies 
obtenues LucF 
Ratio ou 
efficacité 
RT 
LucF 10^4 
copies/μl 
HC non 0 copie/μl 1965 copies/μl 19% 
LucR-i-
LucF 10^4 
copies/μl 
HC non 11915 7775 copies/μl 0,65 
LucF 10^4 
copies/μl 
HC oui 0 copie/μl 1680 copies/μl 17% 
LucR-i-
LucF 10^4 
copies/μl 
HC oui 11410 copie/μl 7110 copies/μl 0,63 
LucF 10^4 
copies/μl 
VILO non 0 copie/μl 1205 copies/μl 12% 
LucR-i-
LucF 10^4 
copies/μl 
VILO non 8505 copie/μl 4350 copies/μl 0,51 
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LucF 10^4 
copies/μl 
OS non 0 copie/μl 0 copies/μl ns 
LucF 10^3 
copies/μl 
OS non 0 copie/μl 0 copies/μl ns 
LucR-i-
LucF 10^4 
copies/μl 
OS non 6630 copies/μl 0 copies/μl ns 
LucR-i-
LucF 10^4 
copies/μl 
OS non 580 copies/μl 0 copies/μl ns 
Figure 10. Ratio LucF/LucR et efficacité de RT mesurée avec de l’ARN mono et 
bicistronique et différents types de kit de RT 
 La dénaturation de l’ARN 2 min à 70°C n’a rien changé, il ne s'agit donc pas d'un problème de 
structure.  
 La LucF provenant du monocistronique est rétrotranscrite moins efficacement avec le kit VILO 
(12%) qu’avec le kit HC (17-19%), et pas du tout avec le kit ONE STEP (OS). 
 La LucR est rétrotranscrite à 85% avec le kit VILO, et à 66% ou moins avec le kit OS. 
 Le ratio LucF/LucR reste aux alentours de 0.63-0.65. avec les deux kits de RT classiques. Le 
kit OneStep est totalement inefficace pour LucF ! 
Clairement, l’efficacité est toujours inférieure pour LucF que pour LucR alors qu’on attendait un 
rapport de 1. Comme le rapport était égal à 1 avec l’ADN plasmidique, on peut conclure que la 
différence d’efficacité est due à la réverse transcriptase et pas à l’efficacité des amorces PCR. Le 
rapport d’efficacité étant toujours le même, on devrait pouvoir s’en servir comme facteur de correction 
pour mesurer le ratio LucF/LucR des ARN bicistroniques dans les cellules.  
Mise au point du duplexage en ddPCR sur les ADNc issu d'un échantillon d'ARN de cellules 
exprimant le rapporteur bicistronique 
 Les ARN bicistroniques ont été quantifiés à partir de cellules transduites par deux constructions :  
- LucR-i-LucF : bicistronique portant l’IRES FGF1, d’une taille de 3770 nt 
- LucR-hp-LucF : bicistronique portant une hairpin, d’une taille de 3415nts 
 Les ARN totaux purifiés ont été dosés : 
- 381,9 ng/μL pour le bicistronique LucR-i-LucF 
- 415,9 ng/μL pour le bicistronique LucR-hp-LucF. 
 L'intégrité des ARN a été vérifiée par l’analyseur de fragments : ils sont d'excellente qualité 
(Fig 11).  
  
 
336 
Annexe V : Mise au point d'une méthode de vérification de l'intégrité du rapporteur bicistronique 
 
Figure 11. Vérification de l'intégrité et de la qualité des ARN au Fragment Analyzer 
 (à gauche, bicistronique avec LucR-i-LucF, à droite, LucR-hp-LucF) 
 
Nombre de 
copies 
théoriques/matrice 
Quantité 
d'ADNc 
Nombre de copies 
LucR obtenues 
Nombre de copies 
LucF obtenues 
Ratio ou 
efficacité 
RT 
LucR-i-LucF 2,2μl 28,7 copies/μl 22,4 copies/μl 0,78 
LucR-i-LucF 4,4μl 53,4 copies/μl 42,6 copies/μl 0,8 
merged 0,79 +/- 0,12 copies/μl 
LucR-hp-LucF 2,2μl 46,2 copies/μl 34,4 copies/μl 0.75 
LucR-hairpin-
LucF 
4,4μl 87 copies/μl 66 copies/μl 0.75 
merged 0,75 +/- 0,09 copies/μl 
Figure 12. Ratio LucF/LucR et efficacité de RT mesurée à partir d'ADNc d'échantillons 
issus de cellules 
 
Deux réplicats de mesure ont été réalisés. Le ratio LucF/LucR se situe entre 0,75 et 0,8. On note 
qu’il est supérieur au ratio de 0,65 obtenu avec l’ARN transcrit in vitro. Cependant le rapport est 
identique pour les deux constructions. Sachant qu’il n’y a pas de promoteur ni de site d’épissage dans 
l’hairpin, cela suggère que l’ARN est effectivement bicistronique. La différence par rapport à l’ARN 
transcrit in vitro pourrait provenir de la présence des autres ARN cellulaires qui sont également 
rétrotranscrit et pourraient engendrer une diminution d’efficacité de rétrotranscription de LucR. 
 
En conclusion, il n’est donc pas si simple de démontrer que l’ARN est bicistronique avec la ddPCR, 
pour deux raisons :  
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1) la ddPCR avec deux couples d’amorce ne permet pas d’identifier les deux cistrons LucR et LucF 
dans chaque  gouttelette même si le rapport global LucF/LucR est égal à 1 quand on utilise l’ADN 
bicistronique comme matrice,  
2) La réverse transcriptase présente des différences d’efficacité selon les deux cistrons.  
La technique ne pourra donc être utilisée que par comparaison avec un ARN bicistronique contrôle 
(LucR-hp-LucF par exemple), comme c’était déjà le cas pour la RT qPCR. L’avantage reste cependant 
que la ddPCR est beaucoup plus précise et reproductible pour un ARN donné. 
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Régulation de la traduction des facteurs de croissance (lymph)angiogéniques  
et rôle de l’ARN non codant NEAT1 lors du stress hypoxique 
 
La traduction est une étape de l’expression des gènes fortement régulée. Lorsque la cellule est stressée, cela bloque la synthèse 
protéique globale tout en activant la traduction de certains ARNm par des mécanismes alternatifs. L’un de ces mécanismes implique 
des structures de l’ARNm, les IRES (Internal Ribosome Entry Sites), qui permettent un recrutement de la machinerie de traduction 
indépendamment de l’extrémité 5’ coiffée de l’ARNm. L’activité des IRES est régulée par des facteurs appelés ITAF (IRES trans-
acting factor). Le stress hypoxique survient dans différentes pathologies comme l’ischémie cardiaque et le cancer. Pour répondre 
rapidement à ce stress, les cellules produisent des facteurs de croissance (lymph)angiogéniques qui stimulent la formation de 
vaisseaux sanguins et lymphatiques. Cela permet de reperfuser la zone lésée dans le cœur ischémique, ou de stimuler la croissance 
tumorale et la dissémination métastatique dans le cancer. 
 Mon projet de thèse porte sur l’identification d’ITAF contrôlant la traduction des ARNm de ces facteurs de croissance lors de 
l’hypoxie. La première partie de ma thèse s’est focalisée sur la régulation de la traduction dans les cardiomyocytes hypoxiques. Une 
étude semi-globale a montré que les gènes de la (lymph)angiogenèse sont régulés majoritairement au niveau traductionnel, alors 
que tous les ARNm connus pour posséder des IRES sont recrutés plus activement dans les polysomes lors du stress. Nous avons 
montré que les IRES d’ARNm des familles FGF (fibroblast growth factor) et VEGF (vascular endothelial growth factor) sont tous 
activés lors de l’hypoxie précoce alors que les IRES d’ARNm non liés à la (lymph)angiogenèse sont activés plus tardivement. Enfin, 
nous avons identifié un nouvel ITAF, la vasohibine (VASH1), qui active spécifiquement l’IRES du FGF1, mais pas les autres IRES 
testés. Une analyse par PCR array indique cependant que VASH1 est capable d’inhiber ou de stimuler la traduction de nombreux 
autres ARNm.  
La recherche d’un mécanisme global d’activation des IRES des FGF et VEGF fait l’objet du deuxième chapitre de ma thèse. 
VASH1 n’étant pas un ITAF commun, j’ai recherché d’autres candidats. Je suis partie de l’observation qu’un autre ITAF identifié 
précédemment au laboratoire, p54nrb, est un composant essentiel du paraspeckle, un corps nucléaire formé en cas de stress. Nous 
avons émis l’hypothèse que d’autres composants du paraspeckle pourraient être des ITAFs, en particulier le long ARN non codant 
NEAT1 sur lequel repose sa formation. J’ai établi une corrélation entre l’induction de NEAT1 et l’activation de l’IRES du FGF1 
lors de l’hypoxie. De plus, la déplétion de NEAT1 entraine une inactivation de l’IRES, suggérant que cet ARN non codant est un 
ITAF. J’ai mis en évidence qu’une autre protéine du paraspeckle, PSPC1, est également un ITAF. Une analyse de la composition 
de l’IRESome par spectrométrie de masse m’a permis d’identifier trois candidats supplémentaires : hnRNPM, rps2 et Nucléoline. 
Ayant élargi cette étude aux autres IRES étudiés dans le chapitre 1, nous avons démontré que p54nrb et PSPC1 sont capables 
d’activer plusieurs IRES alors que l’ARN non codant NEAT1, est un ITAF activateur de tous les IRES testés. NEAT1 paraît donc 
être la clé de l’activation des IRES, et donne au paraspeckle la fonction nouvelle de plateforme d’assemblage  de l’IRESome dans 
les cardiomyocytes en réponse à l’hypoxie.  
Dans un troisième chapitre, nous avons élargi l’étude à d’autres types cellulaires, les carcinomes mammaires métastatiques et 
non-métastatiques 4T1et 67NR. NEAT1 est induit en corrélation avec l’activation de l’IRES du FGF1 lorsque ces cellules sont 
soumises à l’hypoxie, suggérant que le rôle de NEAT1 et du paraspeckle dans le contrôle de la traduction concerne l’hypoxie 
tumorale comme l'ischémie. Ainsi, ces travaux de thèse révèlent le grand potentiel de NEAT1 en tant que nouvelle cible 
thérapeutique. 
  
 
 
 
Regulation of the translation of (lymph)angiogenic growth factors  
and role of the non-coding RNA NEAT1 during hypoxic stress 
 
Translation is a highly regulated step of gene expression. During cellular stress, global protein synthesis is blocked but 
translation of specific subsets of mRNAs is activated by alternative mechanisms. One of these mechanisms involves an RNA 
structure called IRES (Internal Ribosome Entry Site), that enables the recruitment of the translational machinery in a 5' cap-
independent manner.  IRES activity is regulated by factors called ITAF (IRES trans-acting factor). Hypoxic stress occurs in different 
pathologies such as cardiac ischemia and cancer. In response to stress, the cell produces (lymph)angiogenic growth factors that 
stimulate blood and lymphatic vessel formation, allowing reperfusion of the injured area in ischemic heart, or stimulation of  tumor 
growth and metastatic spread in cancer. My thesis project is focused on identification of ITAF-controlled translation of 
(lymph)angiogenic growth factor mRNAs during hypoxia. The first part of my thesis addresses translational regulation in hypoxic 
cardiomyocytes. A semi-global study showed that (lymph)angiogenic genes are mostly regulated at the translational level. 
Furthermore IRESs of mRNAs coding (lymph)angiogenic growth factors are activated in early hypoxia while IRESs of mRNAs 
non-related to (lymph)angiogenesis are activated later. Finally, we have identified a new ITAF, vasohibin (VASH1), that specifically 
activates the FGF1 IRES, but not the other IRES tested. A PCR array study indicates however that VASH1 is able to inhibit or 
stimulate translation of numerous mRNAs. 
Identification of a global mechanism of FGF and VEGF IRES activation is the main focus of the second chapter of my thesis. 
Considering that VASH1 is not a common ITAF, I searched for new candidates. I started from the observation that another ITAF 
previously identified in the laboratory, P54nrb, is also a component of the paraspeckle, a nuclear body formed during cellular stress. 
We make the hypothesis that other paraspeckle components could be ITAFs, particularly the backbone of the paraspeckle, the long 
non-coding RNA NEAT1. I established a correlation between NEAT1 induction in hypoxia and FGF1 IRES activation in 
cardiomyocytes. Moreover, NEAT1 depletion leads to inactivation of the FGF1 IRES, suggesting that NEAT1 is an ITAF. I also 
highlighted that another paraspeckle component, PSPC1, has an ITAF function. Analysis of IRESsome composition by mass 
spectrometry allowed me to identify three other candidates: hnRNPM, Rps2 and nucleolin. We then expanded the study to the other 
IRESs studied in chapter 1 and demonstrated that P54nrb and PSPC1 are able to activate several IRES whilst the non-coding RNA 
NEAT1 is a positive ITAF of all tested IRES. Thus NEAT1 seems to be the key of IRES activation, and confers on the paraspeckle 
the novel function of assembly platform for IRESsome formation in cardiomyocytes during hypoxia.   
In a third chapter, we investigated the same way in other cellular types, metastatic and non metastatic mammary carcinoma 4T1 
and 67NR. NEAT1 is induced in correlation with FGF1 IRES activation when the cells are subjected to hypoxia, suggesting that 
the role of NEAT1 in translational control can be associated to tumoral hypoxia as well as to ischemia. Thus, this work reveal the 
unique potential of NEAT1 as a therapeutic target. 
 
